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El objetivo del presente estudio fue determinar el tiempo máximo para 
recuperar y criopreservar espermatozoides obtenidos de la cola del epidídimo de 
caninos post orquiectomía. Los testículos/epidídimos fueron obtenidos después de la 
orquiectomía de 20 caninos adultos aparentemente saludables con edades entre 1 y 8 
años. Los testículos/epidídimos fueron colocados en cloruro de sodio al 0.9% y 
almacenados a 5ºC durante 0, 24, 48 y 72 horas. Los espermatozoides fueron 
recuperados al cortar la cola del epidídimo suspendido en dilutor Tris-citrato-fructosa. 
Para el proceso de criopreservación, a la muestra diluida (espermatozoides + dilutor) 
se le añadió yema de huevo (20%) y glicerol (5%). La nueva dilución fue envasada en 
pajillas de 0.5ml, las cuales fueron sometidas a una curva de enfriamiento para luego 
ser colocadas en nitrógeno líquido. Los parámetros evaluados fueron: Motilidad total, 
motilidad progresiva e integridad funcional de membrana; parámetros que fueron 
analizados antes y después de la criopreservación. Adicionalmente se obtuvieron 
datos sobre morfología y concentración, evaluadas sólo antes de la criopreservación. 
Todos los parámetros evaluados disminuyeron gradualmente a medida que aumentó 
el tiempo de almacenamiento, los cuales al ser evaluados a las 48 horas de 
almacenamiento, antes y después del proceso de criopreservación, no variaron 
significativamente con respecto a los evaluados a las 0 horas. Sin embargo, cabe 
resaltar que todos los valores obtenidos después del proceso de criopreservación 
fueron marcadamente inferiores a los obtenidos antes del proceso.  
 









The aim of this study was to determine the maximum time to recover and 
cryopreserve sperm from the tail of the epididymis of canine post-orchiectomy. The 
testes/epididymides were obtained by orchiectomy of 20 apparently healthy adult dogs 
between 1 to 8 years old. The testes/epididymides were placed in sodium chloride 
0.9% and stored at 5 ° C for 0, 24, 48 and 72 hours. Sperm were recovered by cutting 
the tail of the epididymis dilutor suspended in Tris-citrate-fructose. For the 
cryopreservation process, the diluted sample (sperm + dilutor) was added egg yolk 
(20%) and glycerol (5%). The new dilution was packaged in 0.5ml straws, which were 
subjected to a cooling curve to be later placed in liquid nitrogen. The parameters 
evaluated were: Total motility, progressive motility and membrane functional integrity; 
parameters were analyzed before and after cryopreservation. Additionally, data were 
obtained on morphology and concentration, evaluated just before the cryopreservation. 
All evaluated parameters decreased gradually when the storage time increased. Such 
parameters to be evaluated at 48 hours of storage, before and after the 
cryopreservation process, did not differ significantly from those evaluated at 0 hours. 
However, it is noted that all values obtained after the cryopreservation process were 
markedly lower than those obtained before process. 
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Actualmente, la criopreservación de semen canino es una herramienta 
importante para preservar espermatozoides de reproductores valiosos. Para su 
desarrollo, se utilizan muestras de semen colectadas por distintos métodos, sin 
embargo, existen eventos no predecibles como accidentes, intoxicaciones o 
enfermedades que súbitamente pueden desencadenar en la orquiectomía, la muerte o 
eutanasia de perros de valor genético ó sentimental. En estos casos, los propietarios 
no sólo deben afrontar la pérdida del animal, sino también la pérdida del material 
genético deseable. En ese sentido, es posible obtener espermatozoides hasta cierto 
tiempo después de la muerte del animal, los cuales son recuperados de la cola del 
epidídimo con motilidad y capacidad fecundante (Yu et al., 2002); esto se debe, 
principalmente, a que en el epidídimo se realizan dos eventos importantes: la 
maduración y el almacenamiento espermático. La maduración o desarrollo progresivo 
de la capacidad fecundante de los espermatozoides ocurre en la cabeza y el cuerpo 
del epidídimo y el almacenamiento ocurre en la cola del epidídimo (Hafez, 2002). Es 
así, que la obtención de espermatozoides epididimarios, potencialmente fecundantes 
que se encuentran almacenados en la cola del epidídimo puede ser la única opción 
para preservar el material genético de un macho de alto valor genético luego de su 
muerte u orquiectomía por motivos médicos (Tittarelli et al., 2007).  
 
 Se han realizado estudios sobre recuperación y criopreservación espermática 
epididimal en bovinos (Amann y Griel, 1976), equinos (Bruemmer et al., 2002), ovinos 
(Kaabi et al., 2003), caprinos (Blash et al., 2000), porcinos (Ikeda et al., 2002). En 
caninos, existen estudios sobre recuperación, refrigeración y/o criopreservación de 
espermatozoides obtenidos de la cola del epidídimo. Hewitt et al. (2001) estudiaron el 
efecto de la criopreservación de espermatozoides recuperados de la cola del 
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epidídimo inmediatamente después de la orquiectomía sobre diferentes variables 
espermáticas. Asimismo, Yu et al. (2002) estudiaron el efecto sobre la motilidad, 
integridad de membrana plasmática y acrosomal de espermatozoides epididimarios  
refrigerados a 4ºC, mientras que Tittarelli et al. (2006) evaluaron la capacidad de 
supervivencia de los espermatozoides caninos mantenidos dentro de epidídimos 
almacenados a 4ºC por 24, 48 o 72 horas en solución salina isotónica estéril y Tris-
yema de huevo. Sin embargo, el hecho de recuperar espermatozoides de un macho 
recientemente muerto o sacrificado, implica que existe interés en utilizar sus gametos 
con fines de conseguir crías en algún momento. Como estos eventos pueden ocurrir 
súbitamente, es poco probable que en ese momento existan hembras en celo listas 
para ser inseminadas; por lo tanto, los espermatozoides recuperados de un macho 
deberán ser criopreservados para poder mantenerlos por un período indefinido de 
tiempo hasta su utilización. En ese sentido, existe escasa información de si 
espermatozoides que son recuperados luego de varias horas o días de los epidídimos 
mantenidos a 5°C pueden ser congelados manteniendo su capacidad fecundante.  
 
Es por lo anteriormente mencionado, que el presente trabajo tiene por objetivo 
evaluar el efecto del tiempo transcurrido desde la muerte u orquiectomía de un perro 
hasta la recuperación de los espermatozoides del epidídimo sobre la calidad 
espermática antes y después del proceso de criopreservación, y así, determinar el 
tiempo máximo para recuperar y criopreservar espermatozoides del epidídimo, sin 























II. REVISION DE LITERATURA 
 
2.1. Anatomía y fisiología reproductiva del canino macho 
 
El aparato reproductor del macho está compuesto por un número de órganos 
que actúan de manera conjunta para producir espermatozoides y depositarlos en el 
tracto genital de la hembra. Este esfuerzo conjunto implica tanto al sistema 
neuroendocrino (hipotálamo y adenohipófisis) así como al genital (Cunningham, 2003) 
que está conformado por los testículos, epidídimos, conductos deferentes, glándulas 
accesorias y el pene (Feldman y Nelson, 2000). Los testículos, son los órganos 
centrales del aparato reproductor del macho, se encuentran suspendidos dentro del 
escroto por el cordón espermático y el músculo cremáster externo, son los 
responsables de la esteroidogénesis, principalmente de la producción de andrógenos, 
así como de la generación de células germinales haploides mediante la 
espermatogénesis. Estas dos funciones ocurren en las células de Leydig y en los 
túbulos seminíferos, respectivamente (Cunningham, 2003). El epidídimo es el que 
proporciona el ambiente necesario para llevarse acabo la maduración final de los 
espermatozoides y sirve como órgano de almacenamiento para estas células (Getty, 
1981; Johnston et al., 2001). El conducto deferente es un tubo muscular liso que, en el 
momento de la eyaculación, impulsa los espermatozoides desde el epidídimo hacia el 
conducto eyaculador de la uretra prostática (Frandson y Spurgeon, 1995). La próstata, 
es la única glándula accesoria presente en el perro, produce el plasma seminal, la cual 
tiene la función de proteger y nutrir a los espermatozoides (Getty, 1981; Johnston et 
al., 2001). El pene se encuentra protegido por el prepucio y es el órgano copulador del 
macho (Cunningham, 2003). En los perros, el pene posee algunas características 
peculiares como la presencia del hueso peniano en su interior y de un bulbo de tejido 
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esponjoso eréctil, que proporciona el “enganche” con la hembra durante la cópula 
(Getty, 1981; Johnston et al., 2001). 
El desarrollo de las gónadas y de la espermatogénesis en los caninos es 
similar a lo que ocurre en otros mamíferos (Johnston et al., 2001). Durante el 
desarrollo embrionario las células germinales primordiales pasan por diversas fases de 
multiplicación y se diferencian en espermatogonias; bloqueándose su desarrollo hasta 
que el animal alcance la madurez sexual (Engelhardt y Breves, 2005). 
El descenso de los testículos ocurre entre las dos y ocho semanas de edad 
(Kawakami et al., 1991). La pubertad en el canino ocurre entre los nueve y doce 
meses de edad, siendo marcada por el aparecimiento de los primeros 
espermatozoides en el eyaculado. Sin embargo, algunos caninos pueden ser fértiles a 
los 6 meses de edad (Christiansen, 1988). Con el inicio de  la pubertad se activa el eje 
hipotálamo-hipófisis-gónadas y se induce la espermatogénesis por efecto de la FSH y 
la testosterona (Engelhardt y Breves, 2005).  
La espermatogénesis (Fig. 1), desencadenado en los túbulos seminíferos 
(Foote et al., 1972), se divide en tres procesos principales: a) Espermacitogénesis, en 
la cual las espermatogonias experimentan una división mitótica, una parte de estas 
espermatogonias se conserva como población celular germinal, mientras que otra 
parte se siguen diferenciando en espermatocitos primarios hasta iniciar una meiosis. 
Los espermatocitos primarios son las células germinales mayores del epitelio germinal, 
sin embargo todavía son diploides es decir, en total poseen cuatro juegos de ADN 
(ADN 4n), durante la primera división meiótica se forman espermatocitos secundarios 
haploides (ADN 2n), estos entran inmediatamente en la segunda división meiótica en 
la que cada una de las espermátidas obtenidas solamente contiene una copia de todo 
el juego cromosómico (ADN 1n), por lo tanto, en la meiosis, a partir de un 
espermatocito primario diploide se obtienen cuatro espermátidas haploides; b) 
Espermiogénesis, es el proceso mediante el cual las espermátidas se diferencian en 
espermatozoides altamente especializados (Engelhardt y Breves, 2005). Las 
características principales de la espermiogénesis incluyen formación del acrosoma a 
partir del aparato de Golgi, condensación y elongación del núcleo, formación del 
flagelo y una extensa perdida de citoplasma y c) Espermiación, proceso en el cual las 
espermátidas se liberan a la superficie luminal de los túbulos seminíferos como 
espermatozoides (Cunningham, 2003). 
En los caninos, la espermatogénesis tiene una duración de 8 a 9 semanas, 
pudiendo ser observados 4,5 ciclos epiteliales en los túbulos seminíferos. La duración 
del ciclo del epitelio seminífero en los caninos es de 13,8 días en promedio, siendo 
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dividido en 8 fases o estadios. El tránsito de los espermatozoides a lo largo del 
epidídimo es de 14 días en promedio (Foote et al., 1972).  
 
 






El macho canino parece no presentar influencia de la estacionalidad y es capaz 
de mantener su espermatogénesis y la función testicular a lo largo de todo el año 
(Taha et al., 1981; Martins, 2005). Olar et al. (1983), sostienen que la producción diaria 
de espermatozoides en el perro está entre los 11,7 y 16,7 millones de 
espermatozoides por gramo de parénquima testicular. Los mismos autores sugieren 
que la frecuencia de eyaculación no afecta la producción diaria de espermatozoides, 
pero puede reducir las reservas ubicadas en la cola del epidídimo y el conducto 
deferente en hasta 26% después de 6 a 8 colectas de semen a la semana.  
 
2.2. Características del semen canino 
 
El semen canino está compuesto por dos partes: una parte celular conformada 
por los espermatozoides y una parte líquida llamado plasma seminal. La principal 
función del plasma seminal es servir como medio de transporte y sustentación para los 
espermatozoides (Wite, 1988); y, es el producto de los tejidos accesorios sexuales, 
como el epidídimo, el conducto deferente y la próstata, en respuesta a la testosterona 
(Wite, 1988; Parrish y First, 1993). Muchos estudios han cuestionado su importancia 
en el proceso de fecundación, ya que, en algunas especies, los espermatozoides del 
epidídimo son capaces de fecundar el ovocito, sin ningún contacto con el producto de 
secreción de la próstata. El plasma seminal puede no contener factores, 
extremadamente, esenciales para la fecundación, pero las secreciones pueden 
proporcionar condiciones favorables a la motilidad espermática, sobrevivencia y 
transporte de los espermatozoides, tanto en el tracto reproductor del macho, como en 
el de la hembra (Ewing y Chang, 1986). 
El semen es eyaculado en tres fracciones (Johnston et al., 2001). La primera 
fracción, o fracción pre-espermática, probablemente originada en la próstata, carece 
de espermatozoides cumpliendo una función profiláctica al despejar la uretra de 
posibles elementos indeseables (Aiello, 2000; Feldman y Nelson, 2000; Johnston et 
al., 2001), su pH varía entre 6.2 a 6.5 y su volumen entre 2.4 ± 1.8 ml (Johnston, 1991; 
Silva et al., 1996; Peña, 1997); la segunda fracción o fracción espermática es la de 
mayor importancia ya que contiene una concentración elevada de espermatozoides, 
estos provienen de la cola del epidídimo donde son almacenados (Aiello, 2000; 
Feldman y Nelson, 2000; Johnston et al., 2001), su pH varía entre 6.3 a 6.6 y su 
volumen medio entre 0.5 a 3.5 ml (Gunzel-Apel, 1994); la tercera fracción o fracción 
prostática está constituida por el líquido prostático y es la que brinda el mayor volumen 
al eyaculado total (Aiello, 2000; Feldman y Nelson, 2000; Johnston et al., 2001), su pH 
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oscila entre 6.5 y 7.0, el volumen es directamente proporcional a la actividad secretora 
de la glándula prostática y su media es de 6.48 ± 4.32 ml (Morton y Bruce, 1989; 
Aguiar et al., 1994). 
El volumen del eyaculado puede variar de 1 a 40 ml (Feldman y Nelson, 2000). 
La concentración normal de espermatozoides en un canino adulto es de 200 
millones/ml hasta 1000 millones/ml, siendo las razas de mayor tamaño las que 
alcanzan los mayores valores (Feldman y Nelson, 2000; Aiello, 2000; Johnston et al., 
2001). Se debe de considerar que la concentración de espermatozoides en una 
colección depende de la cantidad de líquido prostático recogido (Aiello, 2000). Los 
valores normales de motilidad progresiva son de 75 a 80% (Aiello, 2000; Sánchez et 
al., 2002; Feldman y Nelson, 2000), donde al menos un 75% de los espermatozoides 
deben ser normales en cuanto a su morfología (Feldman y Nelson, 2000). El pH 
normal del semen canino va de 6.3 a 6.7 y depende en gran parte, de la cantidad de 
líquido prostático obtenido al colectar (Feldman y Nelson, 2000).  
 
2.3. Características del espermatozoide canino 
 
El espermatozoide canino es una célula altamente diferenciada y 
especializada, cuya función en la propagación de la carga genética es establecida a 
través de la penetración y consecuente fecundación del ovocito (Rodriguez-Martinez et 
al., 1993;  Rodrigues, 1997).  
El espermatozoide canino maduro (Fig. 2), tiene una longitud total de 61.4 ± 0.3 
µm, la longitud de la cabeza es de 6.1 ± 0.04 µm y un ancho de 3.8 ± 0.2 µm, la pieza 
o segmento medio mide 10.1 ± 0.7 µm y la cola mide alrededor de las 50 µm (Woodall 
y Johnstone, 1988); básicamente, es una célula alargada cubierta enteramente por la 
membrana plasmática y conformada por una cabeza y una cola que contiene el motor 
celular necesario para la motilidad espermática (Garner y Hafez, 2002; Cunningham, 
2003). La cabeza, como característica principal, posee un núcleo aplanado oval, que 
contiene cromatina muy compacta. La cromatina condensada consiste en un complejo 
formado por acido desoxirribonucleico (DNA) y una clase especial de proteínas 
básicas llamadas protaminas espermáticas y va a contener un número cromosómico 
haploide, esto es, que va a poseer la mitad de cromosomas que existe en el núcleo de 
las células somáticas de la misma especie (Garner y Hafez, 2002; Ford, 2006). Sobre 
la cabeza se encuentra el acrosoma, que es una estructura que se establece durante 
las últimas etapas de la formación del espermatozoide, tiene forma de casquete y 
contiene acrosina, hialuronidasa y otras enzimas hidrolíticas necesarias para el 
8 
 
proceso de fecundación del ovocito (Garner y Hafez, 2002). La cola espermática está 
formada por el cuello y las piezas media, principal y caudal. El centro del segmento 
medio junto con toda la longitud de la cola, comprenden al axonema. El axonema, 
como tal, se compone de nueve pares de microtúbulos dispuestos radialmente 
alrededor de dos filamentos centrales. En la pieza media, ésta disposición 9 + 2 de los 
microtúbulos está rodeada, a su vez, por nueve fibras gruesas o densas las cuales 
están cubiertos de manera periférica por numerosas mitocondrias. La vaina 
mitocondrial, dispuesta en un patrón helicoidal alrededor de las fibras longitudinales, 
es la fuente de energía necesaria que permite el desplazamiento hacia delante y atrás 
de los microtúbulos del interior de la cola, produciéndose de esta manera la motilidad 


















Figura 2. Características del espermatozoide canino (Garner y Hafez, 2002) 
 
 
La membrana plasmática, que cubre enteramente a la célula espermática, toma 
forma de una bicapa lipídica desplegada con fosfolípidos y proteínas asociadas 
(Watson, 1995). En los espermatozoides, la bicapa fluida de la membrana lipídica 
actúa como una estructura altamente especializada, asumiendo un papel activo en la 
capacidad fecundante, recibiendo señales y modificándose a lo largo del proceso de 
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espermatogénesis, tránsito y almacenamiento en el epidídimo, eyaculación, deposito 
en el tracto genital de la hembra y, finalmente, en la capacitación y penetración del 
ovocito (Watson, 1995; Cunha, 2002).  
 Los espermatozoides, aunque carecen de varias de las organelas presentes en 
otras células, son metabolicamente activos; poseen las enzimas necesarias para 
realizar diversas reacciones bioquímicas, como la glucólisis (vía de Embden-
Meyerhof), el ciclo del ácido tricarboxílico, la oxidación de ácidos grasos, el transporte 
de electrones (Garner y Hafez, 2002). Degradan glucosa, fructosa o manosa a acido 
láctico cuando se encuentran en condiciones anaerobias. Esta actividad glucolítica, o 
más correctamente fructolítica, porque la fructosa es el principal azúcar del semen 
(250 mg/dl, comparado con 10 mg/dl de glucosa), permite a estos gametos sobrevivir 
en condiciones anaerobias. Esta característica es importante durante el 
almacenamiento de espermatozoides para su uso en inseminación artificial (Garner y 
Hafez, 2002). Utilizan una variedad de substratos en presencia de oxigeno. Su 
actividad respiratoria es la que permite emplear el lactato o el piruvato resultantes del 
desdoblamiento de la fructosa, para la producción de dióxido de carbono y agua. Esta 
vía oxidativa, que se localiza en las mitocondrias, es mucho más efectiva que la 
fructólisis para producir energía. Por medio de estos procesos catabólicos, los 
espermatozoides convierten la mayor fracción de la energía en ATP. Aunque gran 
parte del ATP se emplea en el proceso consumidor de energía de la motilidad, otra 
parte se destina a mantener la integridad de los procesos de transporte activo de las 
membranas del espermatozoide, los cuales impiden la pérdida de componentes 
iónicos vitales de la célula espermática. En ausencia de sustratos exógenos, los 
espermatozoides utilizan sus reservas intracelulares de plasmalógeno como fuente de 
energía a corto plazo (Garner y Hafez, 2002). 
 El movimiento flagelar, como se mencionó anteriormente, constituye la mayor 
demanda energética del espermatozoide, pues para su locomoción debe superar la 
ineficiencia mecánica del flagelo, la resistencia ofrecida por las secreciones viscosas 
del tracto reproductivo de la hembra y la resistencia generada por la aglomeración de 
otros espermatozoides. El ATP generado en las mitocondrias de la pieza media se 
difunde a lo largo de la cola, mediante un tipo de difusión molecular. Los microtúbulos 
del axonema están compuestos por la tubulina, proteína dimérica de 110 kDa con 2 
subunidades, α y β, asociadas a GTP y la dineina, proteína que constituye los brazos 
de las microfibrillas axonémicas, con características de ATPasa, Ca-Mg-dependiente. 
Existe también una proteína que une los pares de microtúbulos del axonema, la 
nexina, cuya función no está completamente esclarecida. Los movimientos progresivos 
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del espermatozoide son del tipo ondulatorio de atrás para adelante a lo largo del 
flagelo empujando al espermatozoide hacia adelante. Los movimientos corresponden 
a un deslizamiento de los filamentos. Esto es, las fibrillas del axonema no alteran su 
longitud, pero si se deslizan unas sobre otras, sin acortamiento. Durante los 
movimientos, los brazos de dineina, en cada par de túbulos forman un puente 
transitorio con el par adyacente, envolviendo sucesivas uniones y desuniones 
facilitadas por la hidrólisis del ATP, similar a lo que ocurre con la troponina en la 
contracción muscular (Gonzáles, 2002).  
 
2.4. Métodos de evaluación del semen canino 
 




 El volumen del eyaculado es medido a través de la graduación en un tubo 
colector; y el cual puede variar de acuerdo con la edad, el tamaño del animal, la 
frecuencia, método y duración de la recolección y la cantidad de líquido prostático 
recolectado del perro (Feldman y Nelson, 2000). 
El volumen normal va de 1 a 40 ml por eyaculado (Feldman y Nelson, 2000). 
Aguiar et al. (1994), citaron un valor de 5.98 ± 2.3 ml para eyaculado total de caninos 




 El color es medido por análisis subjetivo del semen. El color del eyaculado 
canino puede variar de blanco opalescente a opaco; esta variación depende de la 
concentración de espermatozoides en el semen (Feldman y Nelson, 2000).  
El color amarillo de un eyaculado canino sugiere la presencia de orina; el color 
verde con o sin grumos, coágulos o escamas, es sugestiva de pus e infección del 
aparato reproductor; el color rojo sugiere la presencia de sangre, que generalmente es 
originada de heridas ocurridas en el pene erecto o de proceso patológicos de la 
glándula prostática. Un semen claro e incoloro sugiere azoospermia (Mies Filho, 1987; 
Christiansen, 1988; Feldman y Nelson, 2000). En general, cualquier color anormal 
debe alertar con respecto a la posibilidad de un problema y es necesario considerar el 
11 
 
estudio cuidadoso del aparato reproductor; ya que cualquier agente que modifique el 
color puede alterar la concentración, la motilidad y la viabilidad de los espermatozoides 




 Para la evaluación del pH del semen canino, generalmente, se utilizan tiras 
reactivas para medir pH (Feldman y Nelson, 2000). 
El pH normal del semen canino va de 6.3 a 6.7 y depende, en parte, de la 
cantidad de líquido prostático obtenido el cual tiene un pH promedio de 6.8. Se cree 
que la naturaleza alcalina del líquido prostático favorece el aumento de la motilidad 
espermática y la neutralización del ambiente ácido de la cúpula vaginal durante la 
cópula. Un aumento en el pH del semen se vincula con una eyaculación incompleta o 
inflamación de testículos, epidídimos o próstata (Feldman y Nelson, 2000).  
 




 La evaluación de la motilidad espermática es el parámetro más utilizado para la 
evaluación del semen, y es definida como el porcentaje de espermatozoides mótiles 
de la muestra evaluada inmediatamente después de la recolección o después de la 
criopreservación del semen (Seager y Fletcher, 1972). La proporción de 
espermatozoides, exhibiendo motilidad total y progresiva, es generalmente estimada 
subjetivamente, colocándose una gota de semen sobre una lámina limpia previamente 
entibiada (35-37ºC), y cubierta por un cubreobjetos en el microscopio óptico a 400X; el 
resultado obtenido debe ser expresado en porcentajes (0-100). La motilidad progresiva 
es considerada normal en semen canino y refleja la viabilidad y capacidad de fecundar 
al ovocito; una muestra normal de semen debe tener más del 70% de los 
espermatozoides con motilidad vigorosa de avance (Feldman y Nelson, 2000).  
Actualmente, se han desarrollado varios procedimientos para la evaluación 
objetiva (no sesgada) de la motilidad espermática, como la fotomicrografía de tiempo, 
la reproducción de videomicrografía cuadro por cuadro, la espectrofotometría y el 
análisis computarizado. Aunque los sistemas automatizados son precisos, su costo 





 La concentración de una muestra de semen es determinada, generalmente, a 
través del conteo manual de las células espermáticas en la Cámara de Neubauer, 
después de la dilución de 1:50 en agua; pese a que este método puede tomar mucho 
tiempo, es muy exacto (Feldman y Nelson, 2000; Ax et al., 2002). La concentración o 
número de espermatozoides por eyaculado se determina al multiplicar el número de 
espermatozoides por mililitro de semen por el volumen total (en mililitros) del 
recolectado, que en el perro adulto normal es de 200 millones hasta más de 1000 
millones (Feldman y Nelson, 2000). No obstante este método puede reemplazarse por 
un espectrofotómetro o colorímetro calibrado, instrumentos que tienen la ventaja de 
ser precisos y rápidos; sin embargo, los fotómetros no son exactos en caso de semen 
contaminado, y si se agregan dilutores turbios antes de calcular la concentración 




 La morfología espermática es un parámetro indispensable en la evaluación del 
semen, pues está intrínsecamente implicada a problemas de fertilidad tanto en la 
especie canina como en otras especies animales (Oettlé, 1993). La metodología 
generalmente utilizada para la evaluación de la morfología espermática es la 
coloración de frotis de semen (Feldman y Nelson, 2000). Los colorantes Wright, Rosa 
de Bengala, Diff-Quik, Spermac® (Purswell et al., 1992; Oettlé y Soley, 1985; Ström et 
al., 1997), Giemsa (Cardoso et al., 2003), Hematoxilina-eosina (Silva et al., 2003a) y 
eosina-nigrosina (Peña, 2000) son comúnmente utilizados. Después de la coloración, 
los frotis deben ser evaluados en microscopio mediante inmersión en aceite. Se 
valoran los espermatozoides individuales en cuanto a anomalías que ocurren en la 
cabeza, pieza media y cola; y las cuales pueden subclasificarse en primarias y 
secundarias. Se cree que las anomalías primarias representan alteraciones de la 
espermatogénesis (es decir, dentro de los testículos), en tanto que las anomalías 
secundarias son inespecíficas y pueden ocurrir durante el tránsito por el sistema de 
conductos (es decir, dentro del epidídimo), durante el manejo del semen o después de 
infecciones, traumatismos o fiebre. Se deben contabilizar y clasificar un mínimo de 200 
espermatozoides; los machos normales suelen tener más del 70% de 
espermatozoides con morfología normal, las anormalidades primarias deben constituir 
menos del 10% y las secundarias menos del 20% de los espermatozoides defectuosos 
13 
 
en el perro normal (Feldman y Nelson, 2000). Oettlé (1993) relató que a medida que 
aumenta el porcentaje de espermatozoides anormales, la fertilidad es reducida, 
observando que cuando la proporción de espermatozoides morfológicamente 
normales se encontraba por debajo del 60%, la fertilidad se encontraba adversamente 
afectada. 
 
D. Integridad funcional de membrana 
 
 El mantenimiento de la integridad de la membrana es de fundamental 
importancia para que una célula espermática finalice su función primordial que es la 
fecundación (Cunha, 2008). La membrana de una célula espermática intacta realiza el 
transporte selectivo de fluidos, hasta en condiciones de hiposmolaridad; en este caso, 
estas condiciones, permiten el pasaje de agua por la membrana celular hasta el 
restablecimiento del equilibrio osmótico entre los fluidos extra e intracelulares (Santos 
et al., 2001); con el flujo de agua hacia el interior de la célula, se produce un aumento 
del volumen celular (hinchazón), con posterior doblamiento de la cola (Jeyendran et 
al., 1984). Este mecanismo simple de defensa de la célula espermática generó un 
método de evaluación de la integridad de las membranas celulares denominado test 
hiposmótico (HOST) (Jeyendran et al., 1984; Kumi-Diaka, 1993), el cual fue 
originalmente elaborado para su uso en espermatozoides humanos, con la finalidad de 
evaluar la actividad bioquímica de la membrana espermática intacta (Jeyendran et al., 
1984). Sin embargo, el HOST ha sido utilizado como protocolo de evaluación de la 
viabilidad funcional de la membrana espermática de diversas especies: humanos 
(Jeyendran et al., 1984), equinos (Alves et al., 2004), caninos (Kumi-Diaka, 1993; 
Sánchez et al., 2002), ovinos (Oberst et al., 2003) y caprinos (Salgueiro et al., 2003). 
Jeyendran et al. (1984), al describir la utilización de la técnica para evaluación del 
espermatozoide humano, probaron soluciones con osmolaridad que varían de 50 a 
300 mOsmol, obteniendo mejores índices de reacción espermática al test al utilizar 
soluciones de 150 mOsmol/L, o menos; a su vez, los mismos autores probaron 
diferentes solutos y asociaciones entre ellos, obteniendo mejores resultados con la 
utilización de la asociación entre citrato de sodio y fructosa a 150 mOsmol/L, incubada 
por 30 minutos a 37ºC, razón por la cual escogieron este protocolo como patrón para 
experimentos a futuro. Estudios han demostrado la correlación que existe entre el 
HOST y la motilidad espermática del semen canino congelado (Kumi-Diaka, 1993). A 
pesar de ser un test relativamente nuevo para evaluar la integridad funcional de la 
membrana plasmática del espermatozoide, el HOST debe ser considerado como un 
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indicador de fertilidad, ya que la viabilidad de la membrana es un requisito básico para 
que ocurra la fecundación (Melo, 1999). Para la realización del HOST, los 
espermatozoides son incubados en una solución hiposmótica (150mOsm) por 1 hora a 
37ºC. Posteriormente, se evalúan 200 espermatozoides, bajo el microscopio, en 
cuanto a su morfología; las células espermáticas íntegras presentan enrollamiento de 
las colas, los cuales son clasificados como reactivas; el resultado se expresa en 
porcentajes (%) (Kumi-Diaka, 1993); los valores normales en una muestra de semen 
fresco se encuentra en el rango de 80 a 96% de células con membrana íntegra 
(Sánchez et al., 2002). 
 
2.5. Criopreservación del semen canino 
 
La criopreservación es el proceso en el cual células o tejidos son congelados a 
muy bajas temperaturas, generalmente entre -80ºC y -196ºC, para detener las 
funciones vitales de una célula o un organismo y poderlo mantener en condiciones de 
vida suspendida por mucho tiempo; a esas temperaturas, cualquier actividad biológica, 
incluidas las reacciones bioquímicas que producirían la muerte de una célula, quedan 
efectivamente interrumpidas (Woods et al., 2004)  
La congelación en nitrógeno líquido es la técnica más utilizada para congelar y 
conservar semen canino durante largos periodos de tiempo (Olar et al., 1989; Hay et 
al., 1997; Peña y Linde-Forsberg, 2000b). Esta técnica ofrece innumerables ventajas, 
las cuales incluyen, principalmente, la posibilidad de transporte del semen para largas 
distancias y su almacenamiento por tiempo indeterminado. Adicionalmente, permite la 
disminución de gastos, que ocurren por la necesidad de exportación de un animal, se 
evita el envío de la hembra para el lugar donde se encuentra el macho, lo que es un 
procedimiento desgastante y puede repercutir negativamente en la eficiencia 
reproductiva de la hembra, además de los riesgos sanitarios que conlleva el 
apareamiento natural (Linde-Forsberg y Forsberg, 1989). 
 
2.5.1. Dilutores del semen canino 
 
Tanto para la refrigeración como para la congelación del semen, son utilizados 
dilutores con el propósito de proteger a los espermatozoides de todos los efectos 
críticos del proceso de congelación. De este modo, se hace necesario el uso de un 
buen dilutor el cual debe realizar las siguiente funciones: a) contener nutrientes como 
15 
 
una reserva de energía, b) proteger contra el efecto nocivo del enfriamiento rápido, c) 
servir como tampón ajustando las alteraciones del pH, d) promover una presión 
osmótica y concentración de electrólitos dentro de lo normal, e) incrementar el 
volumen del semen de modo que éste pueda emplearse para múltiples inseminaciones 
y g) poseer crioprotectores que reduzcan los daños a las células espermáticas durante 
la congelación y posterior descongelación (Concannon y Batista, 1989; Háfez, 2002). 
 Los primeros estudios para la preservación de semen canino por periodos 
cortos o largos, se iniciaron con la adaptación empírica de dilutores usados para la 
refrigeración y congelación de semen bovino. Tales dilutores eran compuestos por 
tampones a base de leche desnatada, fosfato-glucosa, citrato, lactosa, Tris y Tris-
fructosa-ácido cítrico (Farstad, 1996). Actualmente, la mayoría de los investigadores 
que trabajan en criopreservación de semen canino emplean dilutores a base de 
Tris/acido cítrico como agente tampón, glucosa o fructosa como fuentes de energía, 
yema de huevo como protector de enfriamiento y el glicerol como agente crioprotector 
(Bateman, 2001; Verstegen et al., 2005; Peña et al., 2006; Hermansson y Forsberg, 




  El compuesto Tris (Tris-hidroximetil-aminometano) (C4H11NO3), es una 
sustancia soluble en agua, de aspecto cristalino, con un peso molecular de 121.14 g/L; 
tal sustancia posee la cualidad de formar soluciones acuosas y sistemas reguladores 
de la concentración de iones de hidrógeno, y por su capacidad amortiguadora, tiene la 
capacidad de neutralizar los productos de desecho resultantes del metabolismo de los 
espermatozoides, y en particular al acido láctico (Salamon y Maxwell, 1995) además, 
actúa en la reducción del metabolismo de la fructosa por la célula espermática, 
contribuyendo así en la preservación de su energía (Rodrigues, 1997). 
 Para la preparación del dilutor Tris, usualmente, se realiza la adición de una 
hexosa (C6H12O6), como fuente exógena de sustrato energético para el 
espermatozoide (England, 1993), así como componente osmótico y agente 
crioprotector (Farstad, 1996; Peña, 1997; Holt, 2000a; Johnston et al., 2001). La célula 
espermática de los mamíferos es capaz de obtener energía necesaria para la 
manutención de su motilidad a través de la vía glucolítica o del ciclo de Krebs (Rigau 
et al., 2002); sin embargo, el plasma seminal de la especie canina, normalmente, no 
posee grandes cantidades fructosa y glucosa (Rigau et al., 2001). Por lo tanto, estos 
son los azúcares más comúnmente utilizados para la preparación del dilutor Tris (Silva 
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et al., 2002; Martins, 2005). Algunos di y trisacáridos, no metabolizables por los 
espermatozoides, también han sido utilizados en dilutores para congelación de semen 
en diferentes especies, ya que ejercen un efecto crioprotector en función de su alto 
peso molecular, contribuyendo con el equilibrio osmótico (Salisbury y Vandemark, 
1978). Además, los azúcares, también, ejercen este efecto crioprotector interactuando 
directamente con la membrana previniendo los daños causados por la deshidratación 
extrema que puede ocurrir con la descongelación, al restaurar la cantidad de agua 
alrededor de los grupos polares de la cabeza de los fosfolípidos (Holt, 2000a). 
 
B. Ácido cítrico 
 
 El ácido cítrico (ácido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxílico) (C6H8O7) es un 
ácido frágil inorgánico, fácilmente encontrado en los frutos cítricos, que también entra 
en la composición del dilutor Tris (Silva et al., 2002). En temperatura ambiente, se 
presenta como un polvo blanco, pudiendo existir en la forma anhidra o en la 
monohidratada; en el caso del dilutor Tris, la forma utilizada es la monohidratada (Silva 
et al., 2002). Por su conocida acción antioxidante, el ácido cítrico ha sido utilizado 
como un conservante natural. En bioquímica es marcada su actuación en el ciclo de 
Krebs, importante vía de la respiración celular que ocurre en la mitocondrias. En 
algunas soluciones, el ácido cítrico es capaz de servir como donador de protones, 
produciendo el citrato, que es largamente conocido por actuar en la estabilización de 
pH. Así, es probable que el acido cítrico contribuya para la preservación de la célula 
espermática auxiliando en la manutención del pH y actuando como antioxidante (Silva, 
2005).  
 
C. Yema de huevo 
 
 La yema de huevo de gallina ha sido adicionada a los dilutores del semen para 
proteger la membrana plasmática, restaurando los fosfolípidos perdidos durante el 
choque térmico originado del cambio de temperatura que ocurre durante el 
enfriamiento inicial del semen (Hammerstedt et al., 1990). Se considera que la 
protección conferida por la yema puede ser debido a la presencia de una lipoproteína 
llamada fosfatidilcolina, la cual interactúa con la estructura lipídica de la membrana 
plasmática de las células espermáticas y propician la protección (Bouchard et al., 
1990). Según Foulkes (1977), la yema de huevo previene también la liberación de la 
enzima hialuronidasa por la célula espermática. Además de proteger la membrana 
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plasmática, la yema de huevo actúa como una fuente proteica para el dilutor (Santos, 
2004).  La mayoría de los autores utilizan concentraciones de yema en torno de 20% 
en el dilutor (Farstad y Andersen-Berg, 1989; Linde-Forsberg y Forsberg, 1989; 
Martins, 2005; Silva, 2005).   
 A pesar de sus efectos benéficos, la yema presenta algunos inconvenientes, 
como la posibilidad de transmisión de enfermedades (Silva et al., 2002). Además, 
puede facilitar el proceso de oxidación sobre los espermatozoides caninos, pudiendo 
promover la peroxidación de los lípidos insaturados, a la cual el espermatozoide 




 Para la criopreservación de semen, se hace necesaria la adición de sustancias 
denominadas crioprotectores, cuya presencia es capaz de mejorar la sobrevivencia 
celular después de los procesos de congelación y descongelación. Los agentes 
crioprotectores pertenecen a dos grupos: 1) aquellos que penetran en las células, 
como el glicerol, el dimetilsulfóxido (DMSO), el etilenglicol y el metanol; y 2) aquellos 
que permanecen en el medio extracelular, como las proteínas, los azúcares y el 
polivinil-pirrolidona (England, 1993). 
 El glicerol (CH3H8O3), un alcohol polihídrico altamente permeable con peso 
molecular 92,10g/L, es el crioprotector más empleado en la congelación de semen en 
las diferentes especies (Silva et al., 2003b). La adición de glicerol a los dilutores 
reduce substancialmente las injurias de la criopreservación; sin embargo, esta adición 
y su remoción, también causan alteraciones en las células espermáticas (Fahy, 1986; 
Parks y Graham, 1992; Gao et al., 1993; Watson, 1995; Rota, 1998). El glicerol es 
osmóticamente activo, y su adición temporal produce cambios en el volumen y perdida 
de agua en la célula; altera las propiedades coligativas del agua, bajando el punto de 
congelación y estableciendo un mayor tiempo para la salida de agua de la célula antes 
de la congelación y formación de cristales de hielo, que pueden modificar las 
organelas intracelulares (Hammerstedt et al., 1990; Watson, 1995).  
 Curry (2000) y Holt (2000b) reportaron que el glicerol ejerce efectos tóxicos 
sobre los espermatozoides, como alteraciones físico-químicas que pueden llevar a la 
ruptura de la membrana plasmática, a la remoción de importantes proteínas de la 
membrana, u originar daños del acrosoma. El glicerol puede provocar alteraciones de 
las propiedades de la membrana celular a través de la inducción de modificaciones en 
la estabilidad de su estructura lipídica y alteraciones en la permeabilidad al agua.  
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 Los agentes crioprotectores penetrantes, particularmente el glicerol, protegen la 
célula de la crioinjuria durante la fase de cristalización que ocurre entre -6º y -10ºC. De 
esa forma, no parecería ser lógico adicionar el glicerol a temperaturas superiores a 
30ºC (Colas, 1975). Pero, ya fue demostrado que el glicerol podría ser adicionado al 
semen canino a 37 ºC (Peña et al., 1998), a 27º C y a 4ºC (Silva et al., 2006ab). Tal 
adición podría ser realizada sea en la forma única o fraccionada (Silva et al., 2003b), 
siendo la adición única la más indicada por conferir más practicidad al proceso; al 
respecto, Carlotto (2009) evaluó el efecto del momento de adición del glicerol (inicio, 
inicio y final, final) durante la curva de enfriamiento sobre la calidad espermática 
durante el proceso de criopreservación de semen canino; a pesar de no encontrar 
diferencias estadísticas, observó que la adición de glicerol al inicio de la curva de 
enfriamiento proporciona ligeramente un mejor rendimiento espermático después del 
proceso de congelación/descongelación que en los otros momentos de adición. 
 




 Varios trabajos en tecnología de semen canino emplean diluciones basadas en 
una concentración espermática pre fijada en el orden de 100 (Tsutsui et al., 2000), 200 
(Sirivaidyapong et al., 2001), 400 y 800 x 106 de espermatozoides/ml (Peña y Linde-
Forsberg, 2000b). Esa dilución posibilita calcular el número de espermatozoides por 
pajilla y determinar la exacta proporción entre el dilutor y las células espermáticas. 
 Por otro lado, otros estudios han utilizado diluciones basadas en la proporción 
de un volumen fijo, entre una parte de semen y una parte de dilutor (Cardoso et al., 
2003; Silva et al., 2003b), dos parte de dilutor (Silva y Verstegen, 1995), tres partes de 
dilutor (Yildiz et al., 2000), y hasta cuatro partes de dilutor (England y Ponzio, 1996). 
Según este método de dilución, el semen canino podría ser eficientemente diluido en 
Tris, proporcionando más practicidad al procedimiento, ya que no existe la  necesidad 
de contar los espermatozoides, reduciendo el tiempo y los costos desarrollados por la 
congelación del semen (Silva et al., 2005; Silva, 2007). 
 Sin embargo, una dilución excesiva podría llevar a una pérdida permanente de 
la motilidad, de la actividad metabólica y de la capacidad fecundante de la célula 
espermática (Mann, 1964). Las proteínas del plasma seminal son importantes para la 
manutención de la viabilidad seminal de ovinos, previniendo los daños originados del 
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choque térmico sobre la  membrana espermática (Pérez-Pé et al., 2001). A partir de 
este conocimiento, es posible que una dilución excesiva minimice los efectos 
benéficos de sustancias presentes de los fluidos testiculares y epididimarios que 




 La tasa de congelación usada en la criopreservación de semen canino varía 
ampliamente, y son dependientes del método de envasado. Por lo general, los 
espermatozoides caninos son congelados en pajillas de plástico de 0,5ml (Olar et al., 
1989; Rota, 1998; Feldman y Nelson, 2000); las cuales proporcionan un medio 
conveniente para el manejo, rotulado, almacenamiento y descongelación. Otros 
modelos alternativos incluyen volúmenes de semen sellado en ampolletas y semen 
congelado en pequeñas píldoras esféricas o pellets en un bloque de hielo seco 
(Ivanova-Kicheva et al., 1995; Feldman y Nelson, 2000). 
 La comparación directa entre pellets y pajillas en el método de congelación, no 
muestra diferencia en la calidad del semen canino después de la descongelación 
(England, 1993); sin embargo, la congelación en pajillas tienen la ventaja sobre los 
pellets en facilitar la identificación del donador de semen y reducir la posibilidad de 
contaminación, que se torna importante con el movimiento de semen congelado a 




 Diversas metodologías han sido descritas para la congelación de semen 
canino, las cuales varían de acuerdo con el tipo dilutor, protectores de enfriamiento y 
agentes crioprotectores empleados, destacando el uso de diferentes velocidades de 
congelación. En todas, se busca minimizar el daño causado al espermatozoide por el 
procesamiento, a fin de recuperar un máximo posible de espermatozoides viables 
(Strom et al., 1997).  
 El método de congelación de semen canino más usado es aquel descrito por 
Andersen en 1975. En este método, se realiza la dilución del semen a 37ºC con dilutor 
Tris, yema de huevo y glicerol. En seguida, se procede a un periodo de equilibrio de 
tres horas, seguido del envase en pajillas plásticas y a la exposición a los vapores de 
nitrógeno para la congelación. Actualmente, este método ha servido como base para 
innumerables trabajos donde han sido realizadas pequeñas modificaciones, 
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alcanzando excelentes resultados in vitro (Rota et al., 2006) e in vivo (Thomassen et 
al., 2006). Martins (2005) y Chirinéa et al. (2006) realizaron la dilución a 37ºC, 
inmediatamente seguida del envase en pajillas de 0.5 ml; luego transfirieron las 
muestras a un refrigerador programado a 5ºC por una hora y, finalmente, expusieron 
las pajillas al vapor de nitrógeno por 20 minutos, siendo el semen almacenado en 
termo criogénico.  
 En el 2000, Silva et al. adaptaron la metodología de congelación del semen de 
caprinos con el dilutor a base de agua de coco (Nunes et al., 1997) para la 
congelación del semen canino con el dilutor Tris. Este método consistió en hacer una 
primera dilución, sin glicerol, a 37ºC, seguido de un periodo de enfriamiento hasta que 
la muestra alcanzase los 4ºC, donde fue realizado la segunda dilución, la cual 
contenía el doble de la concentración final de glicerol deseada,  y el envase en pajillas 
de 0,5 ml. Luego, se expusieron las pajillas a vapores de nitrógeno a -60ºC por 5 
minutos y el acondicionamiento en tanque criobiológico a -196ºC. Estos autores 
observaron que este método es de gran practicidad y es más rápido que el método de 
Andersen, por no requerir un tiempo de equilibrio después de la adición de glicerol. En 
el 2006a, los mismos autores demostraron que el semen canino diluido en Tris y 
congelado a través de este método es capaz de mantener su capacidad de fertilización 
in vitro, siendo observada una tasa de 72,7% de interacciones entre espermatozoides 
descongelados y oocitos homólogos. 
 Actualmente, un factor de importancia en el estudio de los métodos de 
congelación del semen ha sido el uso de diferentes equipamientos para bajar la 
temperatura, como: tanques de congelación (Peña y Linde-Forsberg, 2000a), ultra-
freezers (Álamo et al., 2005; Batista et al., 2006) y maquinas computarizadas de 
congelación (Rota et al., 2005; Schafer-Somi et al., 2006). Estos equipamientos han 
mostrado mejores resultados que los métodos convencionales que utilizan la 
exposición directa a los vapores de nitrógeno, pues impiden la ocurrencia de 
oscilaciones térmicas durante la congelación, posibilitando una mejora en los 




 El proceso de descongelación parece ser tan dañino para los espermatozoides 
como la congelación y los principales efectos adversos son atribuidos a la 
recristalización de microcristales de hielo intracelular, cuando la congelación es 
realizada lentamente; o debido a alteraciones bruscas del volumen celular, cuando la 
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descongelación se da muy rápidamente; además de alteraciones de estructura y 
función de la membrana plasmática (Watson 1995; Holt 2000a). 
 Así como en la congelación, existen diferentes protocolos de descongelación 
para el semen, destacando el uso de diferentes temperaturas y velocidades. En la 
literatura, este proceso generalmente es realizado sumergiendo las pajillas de semen 
en baño maría a temperaturas que varían de 1°C (Olar et al., 1989), pasando por 30°C 
a 37°C (Olar et al., 1989; Ström et al., 1997) hasta 70°C a 75°C (Olar et al., 1989; 
Ström et al., 1997; Schafer-Somi et al., 2006). 
 Olar et al. (1989), compararon tres temperaturas de descongelación (1°C por 
120s, 35°C por 30s y 75°C por 12s), y observaron que la descongelación rápida (75°C) 
fue superior a la descongelación lenta (1°C y 35°C), pero que entre estas últimas no 
hubo diferencia significativa. Resultados similares fueron encontrados por Peña y 
Linde-Forsberg (2000b), Ström et al. (1997) y Rota et al. (1998) que relataron la 
superioridad de la descongelación a 70°C sobre la de 37°C. Contrariamente, Silva et 
al. (1998) concluyeron que la temperatura de 37°C por 60s preserva más eficazmente 
la calidad del semen canino que a 50°C por 8s. Por otro lado, Ivanova-Kicheva et al. 
(1997) observaron una mayor efectividad de la temperatura a 55°C por 5s para la 
viabilidad espermática que a 37°C por 8s. 
 De un modo general, la elección de la tasa de descongelación debe 
relacionarse con la tasa de congelación para la sobrevivencia óptima de las células 
espermáticas (Hammerstedt et al., 1990), esto quiere decir, que si la congelación fue 
realizada de manera rápida, así debe ser realizada la descongelación, y si la 
congelación fue realizada de forma lenta, también debe ser lenta la descongelación 
(Ström et al., 1997). Actualmente, las temperaturas más empleadas para la 
descongelación del semen canino envasado en pajillas han sido las de 37° y 75°C 
(Oga, 2008). 
 
2.5.3. Efecto de la criopreservación sobre la función espermática del semen 
canino  
 
 El enfriamiento lleva a la célula a un estado de quiescencia, reduciendo el 
metabolismo y proporcionando una disminución en los gastos energéticos y en la 
producción de catabólicos tóxicos, contribuyendo, así, a la preservación celular. De la 
misma manera que la congelación puede disminuir o paralizar algunas reacciones 
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bioquímicas celulares, ella puede, también, acelerar otras, originando daños o la 
muerte celular (Mazur et al., 1972; Watson, 1981; Watson, 1995; Holt, 2000a). 
 El termino estrés térmico o choque térmico define un conjunto de alteraciones 
ocurridas en los espermatozoides de los mamíferos cuando, al ser enfriados 
rápidamente, de la temperatura corpórea hasta temperaturas próximas a 5ºC, tiene 
como consecuencia una disminución  irreversible de la motilidad espermática, cambios 
en la bioquímica y en el funcionamiento de las células espermáticas incluyendo: 
disminución de la tasa de la glucólisis, de la respiración celular y de la fructólisis, 
aumento en la degeneración del acido desoxirribonucleico y liberación de material 
intracelular (Amann y Graham, 1993; Jasko, 1994; Zúccari, 1998; Holt, 2000a; Watson, 
2000). La mayoría de las alteraciones causada por el estrés térmico se inicia en la 
membrana espermática (Jasko, 1994; Holt, 2000a), ya que, la alteración de la 
temperatura pueden determinar cambios en la estructura y organización de la bicapa 
de fosfolípidos (Gennis, 1989), la reducción de la temperatura puede llevar a un 
reordenamiento de algunos fosfolípidos dentro de la bicapa; con este reordenamiento 
las propiedades básicas de la membrana biológica, como permeabilidad selectiva y 
difusión lateral de proteínas, no serían mantenidas alterando, así, la funcionalidad de 
la membrana en cuestión (Watson, 1981; Gennis, 1989; Parks y Graham, 1992; 
Amann y Graham, 1993; Jasko, 1994; Watson, 1995; Holt, 2000a; Watson, 2000). 
Otros elementos de la bicapa de fosfolípidos pueden también ser extremadamente 
afectados por la caída de la temperatura, un ejemplo de esto sería la movilidad de las 
proteínas integrales que podría ser restricta por el efecto de la fase transicional de los 
lípidos, lo que llevará a una alteración en sus actividades, especialmente en aquellas 
proteínas dependientes de su modulación estructural para la manutención de sus 
funciones, como es el caso de las proteínas formadoras de los canales iónicos 
(Watson, 2000). La regulación de la entrada de calcio es claramente afectada por el 
enfriamiento, siendo indiscutiblemente, una de las más graves alteraciones en 
términos de la función espermática, y, en algunos casos, esta alteración puede ser 
incompatible con la viabilidad espermática. La entrada de calcio en la célula durante el 
enfriamiento, imitando lo que ocurre fisiológicamente durante la capacitación, 
contribuye al inicio de las reacciones fusogénicas entre la membrana plasmática y la 
membrana acrosomal externa (Cunha, 2002). Watson (2000) relató la existencia de 
una gran similaridad entre los daños verificados en la membrana plasmática durante la 
congelación y las alteraciones verificadas después de la reacción del acrosoma, este 
autor consideró una la versión desorganizada de la otra, ya que según esta revisión, 
existen algunos elementos del citoesqueleto espermático sensibles a alteraciones de 
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temperatura, como es el caso de los filamentos de actina. El mismo autor relató que la 
despolimerización de la F-actina es una de las etapas necesarias para permitir la 
aproximación de la membrana plasmática y de la membrana acrosomal externa, 
promoviendo la exocitosis acrosomal y que, tal vez, esta pueda ser una de las 
alteraciones para la fusión desorganizada de las membranas después del enfriamiento 
y la criopreservación de los espermatozoides.  
 Con el declino constante de la temperatura, las células estarán expuestas a 
temperatura de congelación (debajo de 0ºC), y con esto, las células espermáticas 
serán expuestas a alteraciones de osmolaridad del medio que las circunda. El agua 
presente en el medio extracelular se encuentra bajo la forma de solución, con la 
congelación de parte de esta agua, la saturación de solutos aumenta, volviéndose el 
medio externo hipertónico. En este momento, para que un equilibrio osmótico sea 
alcanzado, ocurre la salida de agua, para el medio externo, de la célula al ser 
congelada. Esta tentativa de la célula en equilibrar el medio que la circunda puede 
llevarla a sufrir un efecto deletéreo debido a la gran deshidratación y a la exposición de 
un medio extremadamente saturado. Este efecto es llamado efecto de solución y es 
considerado uno de los puntos críticos en el proceso de congelación de las células 
espermáticas (Mazur et al., 1972; Watson, 1981; Watson, 1995; Holt, 2000a). 
 Uno de los aspectos de mayor cuestionamiento dentro de los estudios de 
criopreservación es saber cuando las alteraciones ocurre, si durante el congelamiento 
o si en el descongelamiento. Existen evidencias sugestivas de que células congeladas 
pueden ser dañadas en la descongelación y este efecto ha sido atribuido, 
principalmente, a la recristalización de los microcristales durante una descongelación 
inapropiada (Watson, 1995). 
 
2.6. Recuperación y criopreservación de espermatozoides epididimarios 
caninos 
  
2.6.1. El epidídimo: Estructura y función 
 
 El epidídimo (Fig. 3) es un conducto sinuoso, único y de gran longitud (5 a 8 
metros) dispuesto a lo largo del borde medial del testículo, y que se divide 
anatómicamente en tres segmentos: cabeza o caput, cuerpo o corpus, y cola o cauda 
(Agüera, 1995; Cunningham, 2003). Cumple esencialmente tres funciones: sirve para 
el transporte de los espermatozoides y es responsable de su maduración; a la vez, 
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constituye una reserva de espermatozoides. Mientras que los procesos de maduración 
se realizan preferentemente en la cabeza y cuerpo del epidídimo, la cola sirve 
esencialmente como órgano de reserva de los espermatozoides maduros. Solamente 
para el transporte a lo largo del epidídimo se necesitan entre 10 y 14 días (Engelhardt 





















Figura 3. Dibujo esquemático del sistema tubular del epidídimo y testículo del canino 
(Garner y Hafez, 2002) 
 
 
 Cuando los espermatozoides abandonan el epitelio germinal están sumamente 
diferenciados y son transportados mediante el flujo de secreción y el peristaltismo de 
los canalículos testiculares, a lo largo de la red testicular y los conductos eferentes 
(13) hasta llegar al epidídimo (Engelhardt y Breves, 2005). Los espermatozoides que 
entran en la cabeza del epidídimo son inmóviles e inviables y sólo alcanzan la 
motilidad y capacidad para fecundar tras experimentar el proceso de migración y 
maduración a lo largo de la cabeza y del cuerpo del epidídimo; ya que éste 
proporciona un medio adecuado para que esos procesos se realicen (Cunningham, 
2003). La cola del epidídimo y el conducto deferente constituyen un punto de 
almacenamiento de espermatozoides maduros y se conocen como reservas 
extragonadales de espermatozoides (Cunningham, 2003). 
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 El líquido del epidídimo se compone en parte de los productos de secreción de 
las células de Sertoli que abandonan los túbulos seminíferos junto con los 
espermatozoides. Estos productos de secreción también constituyen la fuente nutritiva 
de los espermatozoides; su síntesis y secreción es estimulada por la FSH en 
presencia de testosterona. La producción de líquido es continua y la corriente que se 
produce provoca que los espermatozoides fluyan por los túbulos testiculares en 
dirección hacia el epidídimo. En el epidídimo, la secreción de las células de Sertoli se 
modifica gracias a la actividad de absorción y secreción del epitelio, de manera que la 
composición del fluido varía continuamente en las distintas secciones del epidídimo. 
Además de proteínas y lípidos, el fluido epididimario contiene concentraciones 
elevadas de andrógenos, especialmente dihidrotestosterona: ya que la absorción y 
secreción por parte del epitelio epididimario, así como la maduración de los 
espermatozoides, solamente puede desarrollarse en presencia de andrógenos 
(Engelhardt y Breves, 2005).  
 Los mecanismos de maduración y las medidas de protección que de ellas se 
derivan para los espermatozoides son extremadamente complicados y todavía no se 
han aclarado por completo. En el curso del paso a través del epidídimo se produce 
una estabilización de las estructuras de la cola y del núcleo gracias a la formación de 
puentes disulfuro, y ciertas modificaciones del metabolismo. Una de las características 
más importantes de la maduración es la modificación funcional de la membrana 
plasmática del espermatozoide. Debido a la acción recíproca de los productos de 
secreción de las diversas secciones del epidídimo se produce una maduración 
escalonada de las superficies del espermatozoide al descubierto. Durante este 
procesado se eliminan algunas sustancias adheridas al espermatozoide cuando se 
encontraba en el testículo, o se modifican algunas glucoproteínas de la membrana 
mediante enzimas del epidídimo, como proteasas, glucosidasas y glucosiltransferasas. 
Otras proteínas del epidídimo se integran en la membrana (proteínas de membrana 
integradas) o se unen a la superficie del espermatozoide (proteínas de membrana 
periférica). También la doble capa lipídica modifica su composición y la distribución de 
sus componentes, algunas proteínas de membrana se distribuyen completamente por 
el interior de la membrana plasmática. Esta redistribución de proteínas y la 
modificación de la doble capa lipídica contribuyen a la formación de la estructura de 
dominios típica de la membrana plasmática de un espermatozoide maduro. La 
maduración de la membrana plasmática es esencialmente la responsable de la 
motilidad, identificación del ovocito y del resto de las funciones que el espermatozoide 
requiere para fecundar (Engelhardt y Breves, 2005). 
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 La barrera hemato-epididimaria protege a los espermatozoides del sistema 
inmunitario propio, igual que la barrera hemato-testicular. Además hay otras medidas 
de protección, como la inclusión de colesterol en la membrana plasmática del 
espermatozoide contribuye a la estabilización de la misma. Este efecto se refuerza con 
una capa protectora de proteínas que enmascara las proteínas funcionales de la 
superficie del espermatozoide, como por ejemplo, los receptores del ovocito o los 
canales iónicos, a la vez que evita su destrucción por proteólisis. De igual manera, el 
epidídimo ha desarrollado sus propios mecanismos para proteger al espermatozoide 
del estrés oxidativo (Engelhardt y Breves, 2005). 
 
2.6.2. Métodos de recuperación de espermatozoides epididimarios caninos 
 
 La primera dificultad en la utilización de los espermatozoides epididimarios es 
la obtención de los mismos. Muchos métodos de recuperación son descritos los cuales 
varían dependiendo del tamaño del órgano. En el caso de pequeños animales, el 
método de preferencia (fluctuación) consiste en cortar la cola del epidídimo y dejar 
reposar en un medio de recolección, de esta manera, los espermatozoides migraran 
hacia el medio y serán recuperados (Axnér y Linde-Fosberg, 1998; Axner et al., 1999; 
Axner, 2000); una técnica similar consiste en hacer numerosos cortes en la cola del 
epidídimo, presionando suavemente y coger los espermatozoides por extravasamiento 
(Kaabi et al., 2003). Kishikawa et al. (1999), utilizaron pinzas para comprimir la cola del 
epidídimo de ratas y recuperar los espermatozoides. Otros métodos son realizados 
utilizando una aguja para perforar los túbulos (Bartels et al., 2000), o promoviendo un 
flujo retrógrado en la cola del epidídimo aplicando presión en los vasos deferentes 
hasta que el contenido salga a través de un corte realizado en la unión con el cuerpo 
del epidídimo (Garde et al., 1994); la presión puede ser generada con una jeringa, que 
inyecta aire o algún líquido no perjudicial para los espermatozoides como algún tipo de 
dilutor (Lambrechts et al., 1999; Comizzoli et al., 2001). Martinez-Pastor et al. (2006) 
demostraron que la colección de espermatozoides de la cola del epidídimo a través del 
flujo retrogrado es la técnica más indicada, pues las muestras obtenidas son menos 
contaminadas y de mejor calidad seminal en relación a los otros métodos; sin 
embargo, posee la limitación de ser generalmente usada para grandes animales 




2.6.3. Medios utilizados para la recuperación de espermatozoides epididimarios 
caninos 
 
 Existen diversos medios utilizados para la recuperación de espermatozoides 
epididimarios caninos y los cuales han demostrado ser eficientes. Entre los más 
importantes se encuentran: solución salina fisiológica (Hewitt et al, 2001), medio de 
capacitación canina (Yu y Leibo, 2002; Kawakami et al., 1993; Mahi y Yanagimachi, 
1978), fluido prostático (Hori et al., 2005a), el cual fue previamente recolectado de 
otros caninos, centrifugado y almacenando el sobrenadante a -40ºC, y  solución Tris-
fructosa citrato (Ponglowhapan et al., 2006; Tittarelli et al., 2006). Aunque poco 
utilizadas, también se han recuperado espermatozoides epididimarios utilizando 
solución de Ringer sin lactato (Martins et al., 2003; Martins et al., 2004, Villaverde et 
al., 2006), y solución de Hartmann (Solución Ringer y lactato de sodio) (Hernández et 
al., 2004).  
 
2.6.4. Espermatozoides epididimarios caninos  
  
 El método de evaluación de espermatozoides epididimarios es el mismo que se 
realiza para eyaculados de semen canino (Tittarelli et al., 2007).  
 Los porcentajes de motilidad en espermatozoides epididimarios encontrados 
por Hernández et al. (2004) y que fueron recuperados con solución de Hartmann 
fueron de 53.97±27.22%. Más adelante, Hori et al. (2005a) compararon la calidad de 
espermatozoides epididimarios recuperados con fluido prostático y eyaculados antes 
de la orquiectomía; estos autores, encontraron una motilidad espermática promedio de 
88.6% (n=9) frente al 92.1% encontrada en los eyaculados, no encontrando diferencia 
estadística significativa entre los grupos. Posteriormente, Ponglowhapan et al. (2006) 
encontraron que el porcentaje promedio de espermatozoides epididimarios mótiles de 
muestras frescas recolectados con dilutor Tris fue de 77.2±6.8 (n = 16). 
 Con respecto a la concentración de espermatozoides epididimarios, Antypas et 
al. (1994) reportaron una concentración promedio de 340.5±38.5x106, más adelante, 
Hernández et al. (2004) encontraron una concentración de espermatozoides en la cola 
de los epidídimos de perros de 583.09x106, similar a los valores encontrados por 
Hewitt (2001). Posteriormente en un estudio más exhaustivo, Hori et al. (2005a) 
estudiaron las concentraciones de espermatozoides obtenidos de la cola del epidídimo 
y eyaculados del mismo perro; encontrando cantidades de espermatozoides del 
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epidídimo izquierdo y derecho de 1.8 a 9.0x108 y 1.6 a 9.4x108, respectivamente, con 
un promedio de 4.4±0.6x108 y 5.2±0.7x108, respectivamente; no habiendo diferencia 
entre los epidídimos izquierdo y derecho en los animales individuales; a su vez, 
encontraron una concentración de espermatozoides en el eyaculado de 2.7 hasta 
11.1x108, con un promedio de 6.2±0.7x108. La proporción de espermatozoides 
eyaculados del número total de espermatozoides epididimarios derecho e izquierdo 
fue desde 21.7% hasta 171.9%, con un promedio de 76.8±12.3%.   
 Los valores de morfología normal encontrada en la cola del epidídimo por 
Hernández et al. (2004) fueron de 68.84±13.07%, obteniendo espermatozoides con 
gotas citoplasmáticas en menor porcentaje en la cola del epidídimo (14.53%), que en 
el cuerpo y cabeza (20.25% y 31.15%, respectivamente), concluyendo, que hay un 
mayor número de espermatozoides maduros en la cola del epidídimo, lo que corrobora 
las funciones de la última porción del epidídimo: concentración, maduración y 
almacenamiento de los espermatozoides (Garner y Hafez, 2002). En otro estudio, Hori 
et al. (2005a) encontraron niveles promedio de anormalidades espermáticas de 5.6%. 
y 4.9% en los grupos de espermatozoides epididimarios y de eyaculado, 
respectivamente, no habiendo diferencia estadística significativa entre los dos grupos; 
las incidencias promedio de espermatozoides inmaduros fueron de 4.7% y 3.4% en los 
grupos de espermatozoides epididimarios y de eyaculado, respectivamente, no 
habiendo diferencia estadística significativa entre los dos grupos.  
 La evaluación de la integridad funcional de membrana, al igual que para la 
evaluación de eyaculados de semen fresco es, generalmente, evaluada mediante el 
uso del test hiposmótico (HOST) (Hishinuma y Sekine, 2003; Tittarelli et al., 2006). 
Hishinuma y Sekine (2003), encontraron un porcentaje de 75.1±11.0% de 
espermatozoides recuperados de la cola del epidídimo reactivos al test hiposmótico 
(HOST).  
2.6.5. Congelamiento de espermatozoides epididimarios 
 
 Cuando se intenta congelar y descongelar espermatozoides epididimarios, es 
importante considerar las diferencias entre estos y los espermatozoides del eyaculado. 
Como anteriormente se mencionó, el epidídimo es dividido anatómicamente en 
cabeza, cuerpo y cola, aunque es un tubo continuo; dentro del epidídimo ocurre la 
maduración morfológica y la maduración funcional del espermatozoide. Los cambios 
morfológicos durante el tránsito por el epidídimo  incluyen alteraciones en la forma de 
la cabeza debido a una reducción en el tamaño del acrosoma, y la pérdida de las 
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gotas citoplasmáticas adheridas a la pieza media (Hewitt, 1998). Las diferencias 
físicas en la forma y tamaño de los espermatozoides pueden influenciar en su 
susceptibilidad al daño osmótico durante el proceso de congelamiento-
descongelamiento (Watson, 2000). El desarrollo funcional que ocurre durante el 
tránsito por el epidídimo, involucra cambios en la membrana durante los cuales el 
espermatozoide gana la habilidad para fecundar (Hewitt, 1998). Asimismo, las 
diferencias morfológicas y funcionales entre el espermatozoide epididimario y el 
eyaculado pueden influenciar la estabilidad de la membrana incluyendo la 
susceptibilidad al choque (shock) de frío y la resistencia a la tensión osmótica, así que 
los métodos utilizados para la criopreservación de eyaculado canino podrían no ser 
adecuados para el espermatozoide epididimario. Aunque las diferencias morfológicas 
y funcionales existen, es probable que el espermatozoide epididimario aún requiera la 
presencia de componentes similares dentro del dilutor de congelamiento (Hewitt et al., 
2001). 
 Existen varios factores esenciales que tienen que ser considerados cuando se 
establece un procedimiento de criopreservación (Watson, 1979). La composición del 
dilutor es importante, incluyendo la necesidad de agentes crioprotectores para 
proteger las membranas celulares del choque de frío (por ejemplo glicerol y yema de 
huevo), pero en concentraciones suficientemente bajas para prevenir el choque tóxico 
(Neville et al., 1970). También, es importante la adición de otros agentes que 
previenen el choque osmótico incluyendo fuentes de energía (por ejemplo azúcares). 
Es importante el uso de un adecuado procedimiento de dilución y la inclusión de un 
período de enfriamiento durante el cual los espermatozoides son preparados para el 
congelamiento, como es un apropiado método de congelamiento y un método 
satisfactorio de descongelamiento el cual permita la óptima recuperación post-
descongelamiento y la longevidad de las muestras (Watson, 1979).  
 Por lo anteriormente mencionado, pocos trabajos han sido ejecutados para 
desarrollar técnicas para el congelamiento de espermatozoides epididimarios teniendo 
limitado éxito en algunas especies (gato: Goodrowe y Hay, 1993; Hay y Goodrowe, 
1993; cerdo: Nagai et al., 1988; bovino: Watson, 1978). En caninos, Hewitt et al. 
(2001) en un estudio sobre criopreservación de espermatozoides epididimarios 
caninos recuperados y congelados inmediatamente después de la orquiectomía, 
demostraron que el proceso de criopreservación puede ser ejecutada utilizando 
métodos similares a aquellos establecidos para los eyaculados de la misma especie y 
utilizando como dilutor la solución a base de Tris-acido cítrico-fructosa y adicionando 
yema de huevo y glicerol; sin embargo, en este estudio no fue investigado el efecto del 
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tiempo transcurrido entre la escisión del epidídimo y la recuperación de 
espermatozoides sobre la calidad espermática. Posteriormente, Hori et al. (2005ab) 
evaluaron espermatozoides epididimarios que fueron escindidos y almacenados a 4ºC 
por 0, 24 y 48 horas y congelados utilizando como dilutor la solución de yema de 
huevo, Tris-citrato-fructosa y como crioprotector glicerol; sin embargo, no se 
obtuvieron datos sobre calidad espermática a las 72 horas post orquiectomía.  
Es así, que se concluye que no sólo es importante establecer un adecuado 
protocolo para la criopreservación de espermatozoides epididimarios caninos; sino 
también, conocer el tiempo límite que se tiene para recuperarlos de testículos 
refrigerados y que retengan su capacidad funcional después del congelamiento y 
descongelamiento en el mismo nivel que espermatozoides epididimarios congelados 
inmediatamente después de la orquiectomía.  
Por lo tanto el objetivo del presente estudio fue determinar el tiempo máximo 
para recuperar y criopreservar espermatozoides obtenidos de la cola del epidídimo de 
































III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1. Lugar de estudio y Animales 
 
 El estudio se realizó en el Laboratorio de Reproducción Animal de la Facultad 
de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (FMV-
UNMSM), entre los meses de Junio 2008 a Marzo 2009. Los testículos fueron 
obtenidos de 20 caninos adultos (razas y mestizos), aparentemente saludables con 
edades entre 1 y 8 años, que fueron sometidos a orquiectomía. Las muestras 
procedieron de animales que formaron parte del curso de Cirugía Veterinaria y 
Patología Veterinaria de la FMV-UNMSM, así como de campañas de esterilizaciones 
realizadas en los distritos de La Molina, San Juan de Lurigancho y El Callao. 
 
3.2. Recolección de muestras 
 
 Los testículos/epidídimos escindidos fueron ligados en el cordón espermático e 
inmediatamente colocados en vasos precipitados (un par por cada vaso) conteniendo 
solución salina fisiológica (NaCl al 0.9%, pH: 5.4 ± 0.2) a temperatura ambiente para 
evitar la desecación. Las muestras fueron transportadas desde el sitio de recolección 




 Se evaluó el efecto del tiempo de almacenamiento de espermatozoides post 
orquiectomía sobre la calidad espermática antes y después de la criopreservación, 
formando los siguientes grupos: 
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Cuadro 1. Modelo de distribución de muestras obtenidas para el estudio 
 
Grupo n Tiempo de almacenamiento 
0 10 testículos/epidídimos 0 horas post – orquiectomía 
24 10 testículos/epidídimos 24 horas post – orquiectomía 
48 10 testículos/epidídimos 48 horas post – orquiectomía 
 72 10 testículos/epidídimos 72 horas post – orquiectomía 
 
 
Cada testículo/epidídimo fue distribuido de forma aleatoria entre los cuatro 
grupos; de tal manera que ningún testículo, del mismo par, fue distribuido a un 
mismo grupo. Las muestras de los grupos 24, 48 y 72 fueron mantenidos en 
refrigeración (5°C) desde la llegada al laboratorio hasta su procesamiento. 
 
3.3.1. Recuperación de espermatozoides epididimarios 
 
 El testículo/epidídimo fresco o refrigerado, fue colocado en una placa Petri, 
donde se realizó un lavado externo de la cola del epidídimo con solución salina 
fisiológica (NaCl al 0.9%) para remoción de la sangre y contaminantes externos. El 
tejido conjuntivo que recubre la cola fue removido por disección cuidadosa evitándose 
el rompimiento de los vasos sanguíneos y el ducto epididimario. La cola del epidídimo 
fue disecada del testículo y colocada en un vaso de precipitado de 100 ml conteniendo 
4 ml de dilutor base Tris pre-calentado (35ºC) (pH: 6.78) (Apéndice 1), el cual fue 
previamente preparado y almacenado en tubos Falcón de 15 ml, a 0ºC hasta su 
utilización. Los espermatozoides fueron recuperados por el método de picado en 
trozos con una tijera quirúrgica (Jone, 1978; Kaabi et al., 2003; Hori et al., 2005ab) y 
mantenidos por 3 minutos a 35ºC, permitiendo de esta manera que los 
espermatozoides naden hacia el dilutor. Posteriormente, cada suspensión de 
espermatozoides fue aislada de los restos y transferida hacia un tubo Falcón de 15 ml 










 Los porcentajes de motilidad total y motilidad progresiva se evalúan 
subjetivamente colocando 20µl de cada muestra en una lámina portaobjetos pre-
calentada (35ºC) y se cubrió con un cubreobjetos, observándose posteriormente a 
400x.  
 
B. Integridad funcional de membrana 
 
 Para la evaluación de la integridad funcional de la membrana espermática se 
utilizó el Test hiposmótico descrito por Jeyendran et al. (1984) (Apéndice 2). El 
procedimiento consistió en incubar 50 µl de la muestra de espermatozoides en 500µl 
de la solución hiposmótica durante 1 hora a 37oC. Posteriormente una gota de la 
suspensión resultante fue extendida en un portaobjetos. Para facilitar la lectura de la 
lámina se tiñó con tinción Wright. Se evaluaron 200 espermatozoides por lámina 
utilizando el objetivo de 400x. Se consideraron espermatozoides con membrana 
funcional (HOST +) los que reaccionaron al estrés hiposmótico mediante la hinchazón 
de la parte distal de la cola espermática o enrollamiento de la misma, mientras que 
aquellos espermatozoides sin cambios en la cola se consideraron funcionalmente 
dañados (HOST-) (Fig. 4). Los resultados fueron expresados en % de 











Figura 4. Representación esquemática de la apariencia morfológica de un 
espermatozoide no reaccionante (a) y reaccionante (b, c, d, e, f, g) al Test hiposmótico 
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Adicionalmente se evaluó morfología y concentración espermática como datos 
complementarios. 
 
C. Morfología espermática 
 
 Para la evaluación de la morfología espermática se tiñó el extendido de 
espermatozoides con Tinción Wright. Luego, se evaluaron 200 espermatozoides por 
lámina a un aumento de 1000x. Se evaluaron los espermatozoides individuales en 
cuanto a anomalías que ocurren en la cabeza, pieza intermedia y cola (Fig.5). Los 











Figura 5. Frecuentes anormalidades morfológicas en espermatozoides caninos: a) 
espermatozoide normal; b) Cola enrollada próxima; c) gota citoplasmática distal; d)gota 
citoplasmática proximal; e) cola doblada; f) cabeza anormal pequeña; g) cabeza ó cola suelta; 
h) cabeza normal pequeña; i) cola enrollada; j) cola quebrada; k) membrana acrosomal perdida; 
l) contorno cefálico anormal; m) cuello ancho (Johnston et al., 2001). 
 
 
D. Concentración espermática 
 
La concentración se determinó a través del conteo de los espermatozoides en 
la Cámara de Neubauer. Se colocó en un tubo de ensayo de vidrio de 5ml, una 
dilución (muestra/agua destilada) de 1:50 (utilizada para el conteo de espermatozoides 
en semen canino) homogeneizándose por 5 segundos en forma manual. En la cámara 
de Neubauer se localizaron los 9 cuadrantes primarios y se cubrió con un 
cubreobjetos. Se colocó aproximadamente 10µl de la dilución en la cámara, hasta que 
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toda la zona se haya llenado, sin sobrepasarse. Se llevó la cámara al microscopio 
utilizando el objetivo de 400x, se localizó la zona de conteo (cuadrante principal central 
que contiene 25 cuadrantes secundarios) y se contaron 5 cuadrantes secundarios (4 
esquinas y 1 central). El resultado se expresó en millones de espermatozoides/ml (Ax 
et al., 2002). 
 
3.3.3. Criopreservación de espermatozoides epididimarios  
 
 Para la congelación, 2 ml de muestra diluida (Tris + espermatozoides 
epididimarios) fue colocada en un tubo Falcón de 15ml pre-calentado (35ºC). 
Posteriormente se le añadió 20% de yema de huevo (v/v). De esta nueva suspensión 
se colocó, lentamente y por las paredes del tubo, 5% de glicerol (v/v). La muestra de 
espermatozoides preparados para congelación fue sometida a una curva de 
enfriamiento, desde los 35 hasta los 5oC; colocando el tubo falcón, que contiene la 
muestra, en un vaso de precipitando de 500 ml conteniendo 250 ml de agua natural 
pre calentada (35ºC), esta se llevó a refrigeración para que se lleve a cabo lentamente 
la bajada de temperatura, desde los 35ºC hasta los 5ºC, con una duración aproximada, 
de este procedimiento, de 90 minutos. Se monitoreo que bajo este sistema el 
descenso de la temperatura es de 1° cada 3 minutos. Luego, se procedió a envasar en 
pajillas de 0.5ml. Las pajillas, fueron colocadas en gradillas, las cuales fueron 
guardadas en una canastilla (previamente enfriada 5ºC). La canastilla se colocó en el 
cuello del tanque para ser expuesta a vapores de nitrógeno durante 20 minutos hasta 
alcanzar la Tº de -25ºC antes de ser sumergida directamente en el nitrógeno líquido.  
 
3.3.4. Evaluación de espermatozoides epididimarios después del proceso de 
criopreservación 
 
 Para la evaluación de espermatozoides después de la criopreservación, cada 
pajilla fue sumergida en agua a 40oC por 40 segundos, y posteriormente, colocada en 
un microvial pre-calentado (35ºC) e inmediatamente evaluada. La evaluación de la 
muestra descongelada consistió en evaluar la motilidad total, motilidad progresiva e 





3.4. Análisis estadístico 
 
 Para el análisis de datos, se empleó el programa estadístico Prism ® versión 
3,0. Para determinar si existió diferencia estadística entre la motilidad espermática, 
integridad funcional de membrana, concentración y morfología espermática (variable 
dependiente) en el tiempo (0, 24, 48 y 72 horas) (variable independiente), se empleó el 
análisis de varianza (ANOVA). Si se encontraron diferencias estadísticas significativas 
se realizó el post-test de Tukey para determinar entre que grupos existió tal diferencia. 
Previamente, los datos fueron transformados a valores angulares (angulo = arcoseno 

































 Los resultados obtenidos de la evaluación realizada antes de la 
criopreservación de espermatozoides epididimarios almacenados a 5ºC por 0, 24, 48 y 
72 horas post-orquiectomía son mostrados en el cuadro 2. 
 
 
Cuadro 2. Efecto del tiempo (0, 24, 48 y 72 horas) entre la muerte u orquiectomía de 
caninos hasta la recuperación de espermatozoides del epidídimo sobre la calidad 




Grupo (Tiempo de procesamiento) 
0 24 48 72 
































(a, b, c) 
 Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) en la misma fila. 
Valores son promedio ± desviación estándar.   
 
 
Los resultados obtenidos de la evaluación realizada después de la 
criopreservación de espermatozoides epididimarios almacenados a 5ºC por 0, 24, 48 y 




Cuadro 3. Efecto del tiempo (0, 24, 48 y 72 horas) entre la muerte u orquiectomía de 
caninos hasta la recuperación de espermatozoides del epidídimo sobre la calidad 




Grupo (Tiempo de almacenamiento) 
0 24 48 72 
Motilidad Total (%) 17.00 ± 7.64
a
 13.70 ± 3.97
a
 11.40 ± 6.10
a







 6.10 ± 3.00
a
 3.70 ± 3.06
ab
 1.80 ± 1.55
b
 




 48.67 ± 12.74
 a
 48.90 ± 25.03
 a




(a, b, c) 
 Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) en la misma fila. 
Valores son promedio ± desviación estándar.   
 
 
En dichos cuadros se puede observar que para todos los parámetros 
evaluados antes y después de la criopreservación los valores varían, siendo estos 
cada vez menores conforme es mayor el tiempo de almacenamiento. Y, de todos estos 
parámetros, sólo la motilidad espermática presenta diferencias significativas (p<0.05). 
 
En relación a la motilidad total evaluada antes de la criopreservación (Fig. 6), 
se puede observar que en el grupo que se recuperan espermatozoides 
inmediatamente (grupo 0 horas) se observan aproximadamente 80% de 
espermatozoides mótiles, variando significativamente en un 30% después de 72 horas 
de almacenamiento a 5ºC (p<0.05). Una similar tendencia se presenta entre las 
mismas horas para la motilidad progresiva (Fig. 7), observándose un 55% en el grupo 
de las 0 horas y sólo un 30% en el grupo de las 72 horas (p<0.05). Para los valores 
obtenidos después de la criopreservación, la motilidad total en el grupo de las 0 horas 
es de aproximadamente 20%, en comparación con un 6% en el grupo de las 72 horas 
(p<0.05); y para la motilidad progresiva la variación entre estos dos grupos a las 






Figura 6. Curva de tendencia en el tiempo para el parámetro de motilidad total evaluado 


















(a, b, c) 




Figura 7. Curva de tendencia en el tiempo para el parámetro de motilidad progresiva 




















(a, b, c) 
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MOTILIDAD PROGRESIVA 












0 HR 24 HR 48 HR 72 HR
MOTILIDAD TOTAL 
Antes de criopreserv. Después de criopreserv.
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Con respecto a los valores de integridad funcional de membrana evaluada 
antes y después de la criopreservación (Fig. 8), se puede observar que no sufrieron 
cambios significativos a medida que aumentaba el tiempo de almacenamiento. 
Obteniéndose antes de la criopreservación una leve variación del 10% entre los 
grupos de 0 horas y 72 horas; y después de la criopreservación tan sólo una variación 




Figura 8. Curva de tendencia en el tiempo para el parámetro de integridad funcional de 
















(a, b, c) 




Adicionalmente se obtuvieron datos sobre morfología y concentración 
espermática, siendo estas sólo evaluadas antes de la criopreservación; y las cuales 
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INTEGRIDAD FUNCIONAL DE MEMBRANA 
Antes de criopreserv. Después de criopreserv.
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Cuadro 4. Efecto del tiempo (0, 24, 48 y 72 horas) entre la muerte u orquiectomía de 
caninos hasta la recuperación de espermatozoides del epidídimo sobre la morfología y 




Grupo (Tiempo de procesamiento) 
























(a, b, c) 
 Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) en la misma fila. 
Valores son promedio ± desviación estándar.   
 
 
Para los valores de morfología espermática se observó un mayor porcentaje de 
espermatozoide normales en el grupo de 0 horas (89.38%) en comparación con el 
grupo de 72 horas (64.14%) (p<0.05). Sin embargo, la concentración espermática no 
fue afectada significativamente por el tiempo de almacenamiento; obteniéndose en el 
grupo de 0 horas una concentración de 80 millones de espermatozoides/ml y 67 




























El presente estudio evalúa el efecto del tiempo (0, 24, 48 y 72 horas) que 
transcurre entre la orquiectomía o muerte del animal y la recuperación de 
espermatozoides epididimarios de caninos sobre diferentes parámetros de calidad 
espermática evaluados antes y después del proceso de criopreservación. Se sabe que 
es posible recuperar espermatozoides funcionales del epidídimo de perros de valor 
genético que han sufrido orquiectomía por motivos médicos o muerto súbitamente y 
que por estimación o por preservar el material genético del animal el dueño decida 
mantener sus genes por un largo periodo de tiempo hasta su utilización; sin embargo, 
como existen factores que imposibilitan que los epidídimos puedan ser procesados 
inmediatamente, es importante determinar el tiempo máximo en el cual se puedan 
recuperar y criopreservar espermatozoides epididimarios funcionales.  
La tendencia general observada en los resultados obtenidos es que los 
distintos parámetros evaluados antes (motilidad, integridad funcional de membrana, 
morfología y concentración espermática) y después (motilidad e integridad funcional 
de membrana) de la criopreservación fueron disminuyendo conforme se incrementó el 
tiempo entre la orquiectomía o muerte y la recuperación de los espermatozoides del 
epidídimo de caninos, siendo esta disminución significativa para los parámetros de 
motilidad y morfología espermática.  
En relación a la motilidad antes de la criopreservación se observó que es 
afectada significativamente por el tiempo; tal es así que entre los grupos de 0 y 24 
horas ya se observaban diferencias significativas, tendencia que también se presentó 
entre los grupos de 48 y 72 horas. No obstante, la motilidad después de la 
criopreservación sólo fue afectada significativamente hasta después de 72 horas de la 
orquiectomía o muerte del animal. Los porcentajes de motilidad total antes de la 
criopreservación fueron superiores a los encontrados por Tittarelli et al. (2006) para los 
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tiempo de 24, 48 y 72 horas (32.9%, 17.0% y 13.5%, respectivamente) y por 
Ponglowhapan et al. (2006) para los tiempos de 0 y 48 horas (67.87% y 56.6%, 
respectivamente). Sin embargo, son ligeramente inferiores a los encontrados por Hori 
et al. (2005a) para los tiempos de 0, 24 y 48 horas (88.6%, 80.7% y 61.0%, 
respectivamente). De igual manera, los resultados de motilidad total encontrados 
después de la criopreservación son inferiores a los encontrados por Hori et al. (2005a), 
quienes obtuvieron porcentajes de motilidad para los tiempos de 0, 24 y 48 horas de 
27.9%, 24.3% y 28.3%, respectivamente e igualmente son inferiores a los encontrados 
por Ponglowhapan et al. (2006) quienes obtuvieron porcentajes de 35.3% y 35.6% 
para los tiempos de 0 y 48 horas, respectivamente. Los valores altos de motilidad 
encontrados antes y después de la criopreservación por Hori et al. (2005a) se pueden 
deber a la utilización de fluido prostático como medio para recuperar los 
espermatozoides del epidídimo; y el cual pudo haber influenciado en la motilidad 
espermática inicial y por lo tanto obtener mejores porcentajes al descongelado. Sin 
embargo, la importancia funcional del plasma seminal aún es controversial. Por un 
lado Parrilla et al. (2004) y Barrios et al. (2000), en cerdos y carneros respectivamente, 
refieren que el plasma seminal protegería a los espermatozoides durante el 
congelamiento; mientras que Way et al. (2000) y England y Allen (1992), en toros y 
caninos respectivamente, indican que la adición de plasma seminal afecta 
negativamente la calidad seminal durante la criopreservación. De igual manera, Rota 
et al. (1995) demostraron en caninos que el plasma seminal puede ser perjudicial para 
la motilidad espermática y fisiología bajo ciertas condiciones de almacenamiento, 
sugiriendo que una posible ventaja de usar espermatozoides recuperados 
directamente del epidídimo puede ser el hecho de que ellos no han sido expuestos a 
este. Recientemente Hori et al., (2009) obtuvieron mayores porcentajes de motilidad y 
viabilidad al descongelado en los espermatozoides epididimarios caninos recuperados 
con fluido prostático (FP) que con Tris-fructosa-citrato y yema de huevo (EYT-FC), lo 
que sugiere que los espermatozoides epididimarios sensibilizados en PF son 
resistentes a la criopreservación. Sin embargo, estos mismos autores concluyeron que 
es necesario realizar más estudios para comparar espermatozoides del eyaculado y 
del epidídimo de animales individuales ya que estos resultados fueron obtenidos de 
diferentes individuos y los efectos de la congelación pueden haber sido diferentes para 
cada individuo. Estos estudios muestran resultados variables con respecto a este tema 
lo que hace que aún no se tenga totalmente claro si hay o no influencia del plasma 
seminal en la obtención de una mejor calidad de espermatozoides epididimarios 
inmediatamente después de la recuperación y por consiguiente al descongelado. 
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Los elevados porcentajes de motilidad total encontrados después de la 
criopreservación por Ponglowhapan et al. (2006) se pueden deber a que después del 
descongelamiento, el contenido de la pajilla fue vaciado en 1ml de solución Tris-
fructosa citrato a 37ºC, algo que no fue realizado en nuestro estudio. Tal adición pudo 
haber liberado a los espermatozoides epididimarios de algunas sustancias esenciales 
utilizados en la congelación de semen como el glicerol, y del cual algunos autores 
sugieren que ejerce efectos tóxicos en el espermatozoide (Curry, 2000; Holt, 2000b). 
En todos estos estudios, al igual que en nuestro estudio, llegan a la conclusión 
de que el tiempo que transcurre entre la muerte u orquiectomía y la recuperación de 
los espermatozoides antes de la criopreservación afecta de una manera significativa la 
motilidad espermática; no obstante, la motilidad espermática después de la 
criopreservación no se ve afectada significativamente, sino sólo hasta después de 72 
horas de almacenamiento. En ese sentido, Hori et al. (2005a) sugieren que este efecto 
es debido a que el espermatozoide epididimario vulnerable con sensibilidad al frio 
pierde actividad debido a la exposición a temperaturas bajas (4ºC-5ºC) antes del 
congelamiento, disminuyendo la motilidad espermática. Pero, el espermatozoide 
resistente a la sensibilización al frio puede haber sido móvil después del 
congelamiento, resultando en la ausencia de una diferencia significativa en la motilidad 
espermática al descongelamiento.  
Como se ha descrito anteriormente, la motilidad espermática refleja la 
viabilidad de los espermatozoides y permite predecir la capacidad de los mismos para 
fecundar al ovocito (Feldman y Nelson, 2000). Se sabe, que existen diversos factores 
que producen una disminución de la motilidad en los espermatozoides; para nuestro 
estudio se consideró que existieron dos factores importantes que hicieron que la 
motilidad evaluada antes y después de la criopreservación se vea afectada. El 
principal factor que produce una disminución en la motilidad de los espermatozoides 
epididimarios antes de la criopreservación es el proceso de autolisis como  
consecuencia del daño celular causado por la hipoxia y anoxia que se produce por la 
detención del flujo de sangre hacia los tejidos del testículo y epidídimo después de la 
muerte del animal. Los espermatozoides en el epidídimo de los animales vivos se 
encuentran normalmente en un medio anaerobio, de pH bajo y no contiene hidratos de 
carbono como fuente de energía, por lo que la respiración y la glucolisis del 
espermatozoide en este medio se encuentran suprimidos, por lo que el microambiente 
epididimario hace que estos espermatozoides permanezcan inmóviles y viables 
aproximadamente un mes (Salisbury y Lodge, 1962). Sin embargo, ante la muerte u 
orquiectomía del animal, el testículo queda desprovisto del riego sanguíneo que se da 
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a través de las arterias y venas testiculares (Getty et al., 1981); consecuentemente, ya 
no se produce el intercambio gaseoso y nutricio entre la sangre circulante y los tejidos 
de la gónada (testículo y epidídimo), resultando en el infarto de los mismos (Trigo y 
Mateos, 1993). Esta detención del flujo de sangre y la posterior autolisis post mortem 
del tejido, deteriora notablemente la calidad del espermatozoide. Como una razón para 
la disminución en la calidad del espermatozoide recuperado del epidídimo y utilizando 
la degeneración del tejido epididimal en ratones y ciervo sica (Cervus nippon), 
Songsasen et al. (1998) e Hishimuna et al. (2003), sugieren que ocurre 
desprendimiento y picnosis en las células epiteliales del conducto del epidídimo, 
respectivamente. De igual manera, Tittarelli et al. (2007) sugieren que la autolisis 
produce cambios en la permeabilidad selectiva de la membrana de las células del 
epidídimo. No obstante, en este estudio la descomposición del órgano fue retarda por 
la utilización adecuada de la temperatura y el medio de almacenamiento a la que fue 
colocado el testículo después de la orquiectomía o muerte del animal. El 
almacenamiento del testículo a 5ºC permite obtener mejor calidad de los 
espermatozoides comparados con el almacenado de estos órganos a temperatura 
ambiente; esto se explica porque ocurre una disminución del metabolismo celular de 
los espermatozoides almacenados a 4ºC o 5ºC; en un estudio realizado por Stilley et 
al. (2000) comprobaron en caninos a temperatura ambiente (22ºC) se produce 
autolisis completa de los tejidos a las 54 horas post-mortem y que la motilidad 
disminuye en los espermatozoides recuperados a las 24 horas, de igual manera 
observaron que cuando los epidídimos se almacenan refrigerados a 4ºC o 5ºC se 
obtienen células espermáticas vivas hasta el séptimo día. Un medio de 
almacenamiento como el cloruro de sodio al 0.9% (suero fisiológico) actúa en la 
prevención de la deshidratación del epidídimo mejorando la conservación del mismo y 
de esta manera conserva las características del medio interno del órgano lo cual 
resulta en una mejor conservación de los espermatozoides epididimarios (Sankai et 
al., 2001).  
Otro factor importante que produce una disminución de la motilidad después de 
la criopreservación es el mismo proceso de criopreservación, ya que es una técnica 
que puede conducir a la muerte o bien a alteraciones funcionales del espermatozoide. 
La reducción de la temperatura por debajo de los 5ºC induce una serie de alteraciones 
de naturaleza biofísica en el espermatozoide, donde el mayor desafío para las células 
en el proceso de congelación no es resistir a las bajas temperaturas del nitrógeno 
líquido dado que a –196ºC no se producen reacciones químicas, físicas ni biológicas; 
sino mantener la viabilidad durante los procesos de congelación y descongelación, 
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específicamente entre los -5 a -25ºC, ya que varios autores han demostrado que estos 
son los rangos críticos de temperatura (Mazur, 1984; Vila, 1984; Amann y Pickett, 
1987), y en la cual el espermatozoide puede sufrir la pérdida de viabilidad debido a 
alteraciones producto del choque térmico, produciendo cambios en la función y 
estructura celular del espermatozoide, y cuya señal inequívoca es la pérdida de 
motilidad total o movimientos circulares con pérdida precoz de la motilidad al momento 
del descongelamiento (Quinn y White, 1966).  
Con respecto a los valores de integridad funcional de membrana antes y 
después de la criopreservación, se observó que disminuyen a medida que aumenta el 
tiempo entre la muerte/orquiectomía y la recuperación de los espermatozoides 
epididimarios; no encontrando diferencias significativas entre grupos. Los resultados 
de integridad funcional de membrana antes de la criopreservación son similares a los 
encontrados por Ponglowhapan et al (2006) en los tiempos de 0 y 48 horas (78.4% y 
72.4%, respectivamente) y que al igual que en nuestro estudio no encontraron 
diferencias significativas. Sin embargo, son ligeramente inferiores a los encontrados 
por Tittarelli et al (2006), quienes encontraron porcentajes de 84.0%, 82.1% y 73.8% 
en los grupos de 24, 48 y 72 horas, encontrando diferencias después de 72 horas de 
almacenamiento. Los valores obtenidos después de la congelación son similares a los 
encontrados por Ponglowhapan et al (2006) en los tiempos de 0 y 48 horas (46.4% y 
42.9%, respectivamente) y que al igual que en nuestro estudio no encontraron 
diferencias significativas. 
Se sabe que el mantenimiento de la integridad funcional de la membrana 
plasmática es de fundamental importancia para que una célula espermática finalice su 
función primordial que es la fecundación; además para recibir señales que modifican a 
la célula a lo largo del proceso de espermatogénesis así como en el tránsito y 
almacenamiento en el epidídimo, y finalmente en la capacitación (Cunningham, 2003). 
En nuestro estudio la membrana plasmática, a pesar de no ser afectada tan 
drásticamente como la motilidad, también se vio afectada por los procesos de autolisis 
y congelación. Los fenómenos autolíticos se ven favorecidos por las altas 
temperaturas, definiendo muerte de los espermatozoides y/o daño de las membranas 
u organelas de los mismos con la consecuente disminución de la viabilidad de los 
gametos. Sin embargo, la colocación del testículo/epidídimo a una temperatura (5ºC) y 
un medio de almacenado (cloruro de sodio al 0.9%)  adecuado permitió preservar los 
tejidos epididimarios y enlenteció la muerte celular favoreciendo en forma indirecta la 
sobrevida dentro del epidídimo de los espermatozoides y de su membrana plasmática, 
y por lo tanto el mantenimiento de sus funciones. De igual manera, la membrana 
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celular es la estructura que sufre mayor daño en los procesos de congelación debido a 
la perdida de fluidez de sus componentes lipídicos, ya que la transición de lípidos 
fluidos a sólidos altera las funciones de la membrana y le da un alto grado de 
fragilidad. A su vez, durante la deshidratación celular que tiene lugar en el proceso de 
congelación se puede presentar una pérdida de lípidos lo cual afectaría la integridad 
de la membrana plasmática por perdida de su capacidad de expansión durante la 
rehidratación durante el descongelamiento.  
A pesar de presentarse como datos adicionales, la evaluación de la morfología 
y concentración espermática toma parte importante al momento de determinar hasta 
qué punto se pueden recuperar y congelar espermatozoides epididimarios funcionales. 
En nuestro estudio, la presencia de espermatozoides normales disminuyó a medida 
que aumentaba el tiempo transcurrido entre la orquiectomía o muerte y la recuperación 
de los espermatozoides, encontrándose variaciones significativas después de 24 
horas. Valores similares fueron encontrados por Hori et al. (2005a) para la evaluación 
de espermatozoides epididimarios a las 0, 24 y 48 horas antes de la criopreservación. 
Hernández et al. (2004) realizaron un estudio donde caracterizaron espermatozoides 
procedentes de tres zonas del epidídimo de caninos y en la que obtuvieron 
porcentajes de normalidad inferiores a los encontrados a las 0 horas en nuestro 
estudio. Adicionalmente, los porcentajes de morfología normal encontrado en 
eyaculados de semen caninos (Feldman y Nelson, 2000) son ligeramente superiores a 
los encontrados en este estudio para el grupo de 0 horas.  
Los cambios morfológicos que sufren los espermatozoides epididimarios, 
también son atribuidos al proceso de autolisis que sufre el epidídimo, incrementando 
de esta manera la incidencia de espermatozoides anormales a medida que aumentaba 
el tiempo de almacenamiento. Sin embargo, este proceso no es el único que se debe 
de tomar en cuenta para poder explicar la presencia de espermatozoides anormales 
en las muestras obtenidas del epidídimo, ya  que de una manera subjetiva se pudo 
determinar que una gran proporción de espermatozoides presentaban gota 
citoplasmática proximal, resquicio que se pierde durante la eyaculación, y el cual está 
relacionado con el proceso de maduración que sufre el espermatozoide durante su 
pasaje por el epidídimo (Feldman y Nelson, 2000).  
Al igual que la morfología, la concentración espermática varió en los diferentes 
grupos de almacenamiento, aunque no se encontraron diferencias significativas. 
Nuestros resultados son inferiores a los encontrados por Hewitt et al. (2001), quienes 
encontraron en promedio 100.8 millones de espermatozoides/ml a las 0 horas: aunque 
no se tiene muy claro si esta cantidad pertenece a uno o ambos testículos, estos 
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resultados pueden estar influenciados por la edad del animal, ya que evaluaron 
caninos de 0.5 a 6 años. A pesar que la concentración de espermatozoides 
epididimarios a las 0 horas en nuestro estudio es aparentemente baja comparado con 
eyaculados de semen canino, se hace necesario considerar que los promedios 
encontrados sólo pertenecen a la evaluación de sólo un testículo en comparación con 
las muestras de semen en la cual participan los dos órganos.  
Con los resultados obtenidos se puede concluir que es posible obtener 
espermatozoides epididimarios funcionales hasta las 48 horas de la 
orquiectomía/muerte del canino y que pueden ser congelados, ya que después de ese 
tiempo todos los parámetros obtenidos se ven afectados significativamente por el 
tiempo. Sin embargo, dado la baja calidad espermática encontrada después de la 
criopreservación, la posibilidad de utilizar espermatozoides epididimarios en 
inseminación artificial sólo puede ser tomado en cuenta si se tratase de un canino de 
gran valor genético y en la cual la muestra sólo puede ser utilizada para realizar 
inseminación artificial directamente en los cuernos uterinos o la utilización de los 
espermatozoides para fecundación in vitro teniéndose de esta forma más posibilidades 































 Los parámetros (motilidad, integridad funcional de membrana, morfología y 
concentración espermática) evaluados hasta las 48 horas de la orquiectomía en 
caninos no variaron significativamente con respecto a los evaluados a las 0 horas 
de la orquiectomía, antes de la criopreservación. 
 
 
 Los parámetros (motilidad e integridad funcional de membrana) evaluados hasta 
las 48 horas de la orquiectomía en caninos no variaron significativamente con 




 Los parámetros evaluados después de la criopreservación se encontraron 
drásticamente reducidos en comparación con los parámetros evaluados antes de 
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Apéndice 1. Preparación de dilutor para congelar semen canino (adaptado de 
Bateman, 2001 y Hermansson y Forsberg, 2006) 
 
 
Reactivo Peso Marca 
Tris 3.0250 g Sigma (252859) 
Ácido Cítrico 1.4409 g Sigma (C0759) 
Fructosa 1.1260 g Sigma (F0127) 
Agua bidestilada csp. 100 ml Trifarma 
      
 
 




Reactivo Peso Marca 
Citrato de Sodio 0.735 g Sigma (S4641) 
Fructosa 1.351 g Sigma (F0127) 







Apéndice 3. Grupo 0: Procedencia y evaluación de testículos/epidídimos de 

























Cruzado, 2 años /  
Lab. Necropsia 
80 15 93.3 85 85.3 18 5 76 
2 
Cruzado, 3 años / 
Lab. Necropsia 
85 75 87 187.5 73 30 10 58.4 
3 
Labrador, 5 años / 
Mun. La Molina 
70 45 90.5 62.5 72.1 15 5 32 
4 
Cruzado, 4 años / 
Mun. La Molina 
75 40 93 122.5 78.6 18 10 46 
5 
Boxer, 7 años / Mun. 
La Molina 
80 55 68 42.5 76.5 30 20 81.5 
6 
Cruzado, 2 años / 
Mun. La Molina. 
75 65 95.3 112.5 75.5 10 3 47 
7 
Cruzado, 2 años / 
Callao 
85 65 89.7 27.5 76 12 8 45 
8 
Cruzado, 3 años / 
Callao 
80 65 93.9 35 80.2 7 3 35 
9 
Cruzado, 1 año 1/2 / 
Callao 
85 80 96.1 17.5 74.6 15 3 40 
10 
Cruzado, 8 años / 
Mun. La Molina. 
80 50 87 107.5 72.5 15 5 44 
 








Apéndice 4. Grupo 24: Procedencia y evaluación de testículos/epidídimos de 


























Cruzado, 6 años /  
Cirugía 
75 60 57.5 75 59 15 5 41.5 
12 
Boxer, 8 años / Lab. 
Necropsia 
60 50 74.9 2.5 29 10 2 25 
13 
Cruzado, 2 años / 
Lab. Necropsia 
75 20 56.4 110 71.1 15 5 50.5 
14 
Cruzado, 5 años / 
Cirugía 
80 30 92.2 20 73.5 12 7 55.8 
15 
Cruzado, 5 años / 
Cirugía 
80 40 86 15 76.9 15 10 68.5 
16 
Cruzado, 3 años / 
Lab. Necropsia 
60 10 47.2 10 60.9 10 4 55 
17 
Cruzado, 3 años / 
Lab. Necropsia 
70 60 83 135 70.2 20 10 61.9 
18 
Cruzado, 3 años / 
Mun. La Molina 
60 50 80.1 127.5 65.1 10 5 36 
19 
Cruzado, 4 años / 
Mun. La Molina 
60 40 83.5 50 66 20 10 43.5 
20 
Labrador, 8 años / 
Mun. La Molina. 
70 60 88.1 165 69.6 10 3 49 
 








Apéndice 5. Grupo 48: Procedencia y evaluación de testículos/epidídimos de 

























Cruzado, 5 años /  
Cirugía 
70 40 89.3 140 83 10 5 74.5 
22 
Cruzado, 6 años / 
Cirugía 
60 40 62.9 15 54.5 10 2 36.5 
23 
Cruzado, 5 años / 
Cirugía 
70 50 80.5 67.5 59 8 1 12.5 
24 
Cruzado, 5 años / 
Cirugía 
65 50 80.6 72.5 59.5 10 2 18 
25 
Cruzado, 3 años / 
Mun. La Molina 
50 25 35.7 15 75.5 9 1 30.5 
26 
Boxer, 7 años / Mun. 
La Molina 
70 45 84.1 28 75.4 25 10 81 
27 
Boxer, 3 años / Mun. 
La Molina 
75 70 89.1 140 79.7 20 8 75.7 
28 
Cruzado, 1 año 1/2 / 
SJL 
70 50 84.4 32.5 74.4 8 3 56.5 
29 
Cruzado, 1 año 1/2 / 
SJL 
70 40 85.7 20 82.2 6 3 65.8 
30 
Cruzado, 1año 1/2 / 
Callao 
65 40 70.6 7.5 51 8 2 38 
 








Apéndice 6. Grupo 72: Procedencia y evaluación de testículos/epidídimos de 

























Cruzado, 5 años /  
Cirugía 
65 25 61.7 240 85 15 5 60.5 
32 
Cruzado, 3 años / 
Mun. La Molina 
40 25 44.3 20 78 5 3 72.5 
33 
Cruzado, 4 años / Lab. 
Necropsia 
40 20 78.2 50 53.5 3 1 33.6 
34 
Cruzado, 4 años / Lab. 
Necropsia 
35 25 88.2 75 63.5 2 1 34.1 
35 
Cruzado, 8 años / 
Mun. La Molina 
40 20 57.1 15 62.5 5 2 40.5 
36 
Cruzado, 3 años / 
Mun. La Molina 
50 30 77.4 35 63.8 2 0 33.7 
37 
Boxer, 3 años / Mun. 
La Molina 
65 55 76.3 147.5 78.7 10 3 67 
38 
Cruzado, 2 años / 
Mun. La Molina 
65 40 58.5 37.5 79.3 5 2 54.8 
39 
Cruzado, 2 años / 
Mun. La Molina 
50 20 48 10 63.1 2 1 36 
40 
Cruzado, 3 años / 
Callao 
70 40 51.7 25 62 3 0 37.5 
 






Apéndice 7. Tabla de análisis de datos de motilidad total antes de la 




Motilidad total pre-congelación 
One-way analysis of variance 
P value P<0.0001    
P value summary ***    
Are means signif. different? 
(P < 0.05) 
Yes    
Number of groups 4    
F 16.74    
R squared 0.5825    
Bartlett's test for equal variances 
Bartlett's statistic (corrected) 6.076    
P value 0.108    
P value summary ns    
Do the variances differ signif. 
(P < 0.05) 
No    
ANOVA Table SS df MS  
Treatment (between columns) 1469 3 489.6  
Residual (within columns) 1053 36 29.24  
Total 2521 39   
Tukey's Multiple Comparison  
Test 
Mean Diff. q P value 95% CI of diff 
Tiempo 0 vs Tiempo 24 6.862 4.013 P < 0.05 0.3425 to 13.38 
Tiempo 0 vs Tiempo 48 8.496 4.968 P < 0.01 1.976 to 15.02 
Tiempo 0 vs Tiempo 72 17.02 9.953 P < 0.001 10.50 to 23.54 
Tiempo 24 vs Tiempo 48 1.634 0.9556 P > 0.05 -4.886 to 8.154 
Tiempo 24 vs Tiempo 72 10.16 5.94 P < 0.001 3.638 to 16.68 











Apéndice 8. Tabla de análisis de datos de motilidad progresiva antes de la 




Motilidad progresiva pre-congelación 
One-way analysis of variance  
P value 0.0092       
P value summary **       
Are means signif. different?  
(P < 0.05) 
Yes       
Number of groups 4       
F 4.455       
R squared 0.2707       
Bartlett's test for equal variances  
Bartlett's statistic (corrected) 4.048     
P value 0.2564     
P value summary ns     
Do the variances differ signif. 
(P < 0.05) 
No     
ANOVA Table SS df MS   
Treatment (between columns) 1187 3 395.7   
Residual (within columns) 3197 36 88.81   
Total 4384 39    
Tukey's Multiple Comparison 
 Test 
Mean Diff. q P value 95% CI of diff 
Tiempo 0 vs Tiempo 24 8.266 2.774 P > 0.05 -3.096 to 19.63 
Tiempo 0 vs Tiempo 48 6.08 2.04 P > 0.05 -5.282 to 17.44 
Tiempo 0 vs Tiempo 72 15.24 5.114 P < 0.01 3.877 to 26.60 
Tiempo 24 vs Tiempo 48 -2.186 0.7335 P > 0.05 -13.55 to 9.176 
Tiempo 24 vs Tiempo 72 6.973 2.34 P > 0.05 -4.389 to 18.33 










Apéndice 9. Tabla de análisis de datos de integridad funcional de membrana 





One-way analysis of variance 
P value 0.093   
P value summary ns   
Are means signif. different? (P < 0.05) No   
Number of groups 4   
F 2.307   
R squared 0.1613   
Bartlett's test for equal variances 
Bartlett's statistic (corrected) 8.562   
P value 0.0357   
P value summary *   
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes   
ANOVA Table SS df MS 
Treatment (between columns) 300.6 3 100.2 
Residual (within columns) 1563 36 43.43 
Total 1864 39  

















Apéndice 10. Tabla de análisis de datos de morfología antes de la 





One-way analysis of variance 
P value 0.0042    
P value summary **    
Are means signif. different?  
(P < 0.05) 
Yes    
Number of groups 4    
F 5.344    
R squared 0.3338    
Bartlett's test for equal variances 
Bartlett's statistic (corrected) 1.712    
P value 0.6342    
P value summary ns    
Do the variances differ signif. 
(P < 0.05) 
No    
ANOVA Table SS df MS  
Treatment (between columns) 1467 3 489  
Residual (within columns) 2928 32 91.51  
Total 4396 35   
Tukey's Multiple Comparison  
Test 
Mean Diff. q P value 95% CI of diff 
Tiempo 0 vs Tiempo 24 12.32 3.864 P < 0.05 0.09476 to 24.55 
Tiempo 0 vs Tiempo 48 9.969 3.126 P > 0.05 -2.257 to 22.20 
Tiempo 0 vs Tiempo 72 17.59 5.517 P < 0.01 5.365 to 29.82 
Tiempo 24 vs Tiempo 48 -2.352 0.7377 P > 0.05 -14.58 to 9.874 
Tiempo 24 vs Tiempo 72 5.27 1.653 P > 0.05 -6.956 to 17.50 










Apéndice 11. Tabla de análisis de datos de concentración antes de la 





One-way analysis of variance 
P value 0.8005   
P value summary Ns   
Are means signif. different? (P < 0.05) No   
Number of groups 4   
F 0.3345   
R squared 0.02712   
Bartlett's test for equal variances 
Bartlett's statistic (corrected) 1.503   
P value 0.6816   
P value summary ns   
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No   
ANOVA Table SS df MS 
Treatment (between columns) 3602 3 1201 
Residual (within columns) 129200 36 3590 
Total 132800 39  

















Apéndice 12. Tabla de análisis de datos de motilidad total después de la 




Motilidad total post-congelación 
One-way analysis of variance 
P value P<0.0001    
P value summary ***    
Are means signif. different?  
(P < 0.05) 
Yes    
Number of groups 4    
F 10.65    
R squared 0.4702    
Bartlett's test for equal variances 
Bartlett's statistic (corrected) 2.672    
P value 0.4451    
P value summary ns    
Do the variances differ signif.  
(P < 0.05) 
No    
ANOVA Table SS df MS  
Treatment (between columns) 734.3 3 244.8  
Residual (within columns) 827.4 36 22.98  
Total 1562 39   
Tukey's Multiple Comparison  
Test 
Mean Diff. q P value 95% CI of diff 
Tiempo 0 vs Tiempo 24 2.353 1.552 P > 0.05 -3.427 to 8.133 
Tiempo 0 vs Tiempo 48 4.624 3.05 P > 0.05 -1.156 to 10.40 
Tiempo 0 vs Tiempo 72 11.47 7.567 P < 0.001 5.692 to 17.25 
Tiempo 24 vs Tiempo 48 2.271 1.498 P > 0.05 -3.509 to 8.051 
Tiempo 24 vs Tiempo 72 9.119 6.015 P < 0.001 3.339 to 14.90 










Apéndice 13. Tabla de análisis de datos de motilidad progresiva después de la 




Motilidad progresiva post-congelación 
One-way analysis of variance 
P value 0.0006    
P value summary ***    
Are means signif. different? 
(P < 0.05) 
Yes    
Number of groups 4    
F 7.28    
R squared 0.3776    
Bartlett's test for equal variances 
Bartlett's statistic (corrected) 1.174    
P value 0.7594    
P value summary ns    
Do the variances differ signif.  
(P < 0.05) 
No    
ANOVA Table SS df MS  
Treatment (between columns) 419.8 3 139.9  
Residual (within columns) 692 36 19.22  
Total 1112 39   
Tukey's Multiple Comparison  
Test 
Mean Diff. q P value 95% CI of diff 
Tiempo 0 vs Tiempo 24 0.95 0.6852 P > 0.05 -4.336 to 6.236 
Tiempo 0 vs Tiempo 48 4.494 3.241 P > 0.05 -0.7921 to 9.780 
Tiempo 0 vs Tiempo 72 8.219 5.928 P < 0.001 2.933 to 13.51 
Tiempo 24 vs Tiempo 48 3.544 2.556 P > 0.05 -1.742 to 8.830 
Tiempo 24 vs Tiempo 72 7.269 5.243 P < 0.01 1.983 to 12.56 











Apéndice 14. Tabla de análisis de datos de integridad funcional de membrana 





One-way analysis of variance 
P value 0.9767   
P value summary ns   
Are means signif. different? (P < 0.05) No   
Number of groups 4   
F 0.0677   
R squared 0.00561   
Bartlett's test for equal variances    
Bartlett's statistic (corrected) 5.303   
P value 0.1509   
P value summary ns   
Do the variances differ signif.(P < 0.05) No   
ANOVA Table SS df MS 
Treatment (between columns) 24.01 3 8.003 
Residual (within columns) 4255 36 118.2 
Total 4279 39  
No post tests. P > 0.05 
 
